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(54) Tide: INDUCIBLE EXPRESSION SYSTEM 
(54) Titre: SYSTEME D'EXPRESSION INDUCTIBLE 
(57) Abstract 



The invention concerns an inducible 
expression system using nucleotide se- 
quences coding for a transcriptional acti- 
vator of eukaryotic or viral origin and a 
recombinant adenoviral vector comprising 
a gene of interest placed under the con- 
trol of a promoter inducible in trans by 
said transcriptional activator. The inven- 
tion also concerns a recombinant adenovi- 
ral vector bearing a first expression cas* 
sette coding for a transcriptional activa- 
tor and a second cassette bearing a gene 
of interest placed under the control of a 
promoter inducible in trans by said tran- 
scriptional activator. The invention further 
concerns an infectious viral particle, its 
preparation method, a eukaryotic cell and 
a pharmaceutical composition comprising 
such a vector or expression system as well 
as their use for therapeudc or prophylactic 
purposes. 
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(57) Abr^g^ 



La pr^sente invention conceme un syst&me d'expression inductible mettant en oeuvre les sequences nucl6otidiques codant pour un 
activateur transcript! onnel d'origine eucaiyote ou virale et un vecteur ad6novira] recombinant comportant un g6ne dMnt6i€t placi sous 
le contrdle d'un promoteur inductible en trans par ledit activateur transcriptionnel. Elle a 6galement pour objet un vecteur ad£noviral 
recombinant portant une premiere cassette d*expTession codant pour un activateur transcriptionnel et une seconde cassette portant un g6ne 
d*int6ret plac6 sous le contrdle d*un promoteur inductible en trans par ledit activateur transcriptionnel. L' invention a dgalement trait ^ une 
particule virale infectieuse, son proc6i6 de preparation, une cellule eucaiyote et une composition phaimaceutique comprenant un tel vecteur 
ou syst6me d'expression ainsi que leur utilisation ft des fins thdrapeutiques ou prophylactiques. 
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SYSTEME D'EXPRESSION INDUCTIBLE 



La presente invention conceme un systeme d'expression inductible mettant 
5 en oeuvre les sequences nucleotidiques codant pour un activateur transOTptionnel 
et un vecteur adenoviral recombinant comportant un gene d'interet place sous le 
controle d'un promoteur inductible en tram par ledit activateur transcriptionnel 
sous une forme activee. Elle a egalement pour objet un vecteur adenoviral 
recombinant portant une premiere cassette d'expression codemt pour ledit 

10 acdvatojr transcriptionnel et une seconde cassette portant un gene d'interet place 
sous le controle d'un promoteur inductible en trans par ledit activateur 
transcriptionnel. L'invention a egalement pour objet une particule virale 
infectieuse, une cellule, une composition pharmaceutique comprenant un tel 
vecteur ou systeme d'expression ainsi que leur utilisation a des fins therapeutiques 

15 ou prophylactiques. L'invention presente un interet tout particulier pour des 
perspectives de therapie genique, notamment chez Thomme. 

La therapie genique se definit comme le transfert d^nformation genetique 
dans une cellule ou un organisme bote. Le premier protocole applique a Thomme 
a ete initie aux Etats Unis en septembre 1990 sur un patient genetiquement 

20 immunodefident en raison d*une mutation a£fectant le gene codant pour TAdenine 
Desaminase (ADA). II s'agissait de corriger ou r^iplacer le gene defectueux dont 
le dysfonctionhement est k I'origine d'une maladie genetique par un gdne 
fonctionnel. Le succes relatif de cette premiere experimentation a encourage le 
deveioppement de cette tedmologie qui a 6t^ depuis dtendue au traitement d'autres 

25 maladies aus^ bien genetiques qu'acquises (cancers, maladies infectieuses comme 
le SIDA...) dans le but de delivrer in situ des genes therapeutiques ameliorant la 
pathologje. La plupart des strategies utilisent des vecteurs pour vehiculer le gene 
therapeutique vers sa cible ceUulaire. De npmbreux vecteurs tant viraux que 
synthetiques ont ete developpes.au cours de ces demieres annees et ont fidt Tobjet 
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de nombreuses publications accessibles a rhomme du metier. 

L'interet des adenovirus a titre de vecteurs de therapie genique a deja ete 
evoque dans de nombreux documents de Tart anterieur. Us infectent de nombreux 
types cellulaires, aussi bien des cellules en division que quiescentes, sont non 
5 integratifs et peu pathogenes. En outre, ils possedent un tropisme naturel pour les 
voies respiratoires. Ces proprietes particulieres font des adenovirus des vecteurs 
de choix pour de nombreuses applications therapeutiques et meme vaccinales. A 
titre indicatif, leur genome est constitue d'une molecule d'ADN lineaire et 
bicatenaire d'environ 36 kb qui porte une trentaine de genes intervenant dans le 

10 cycle viral. Les genes precoces (El a E4 ; E pour early en anglais) sont repartis en 
4 regions dispersees dans le genome. Les regions El, E2 et E4 sont essentielles a 
la replication virale alors que la region E3 impliquee dans la modulation de la 
reponse immunitaire anti-adenovirus chez Thote ne Test pas. Les genes tardifs (LI 
a L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) codent majoritairement pour les 

15 proteines de structure et recouvrent en partie les unites de transcription precoces, 
Ils sont pour la plupart transcrits a partir du promoteur majeur tardif MLP (pour 
Major Late Promoter en anglais). En outre, le genome adenoviral porte a ses 
extremites des regions agissant en cis essentielles a I'encapsidation constituees de 
sequences terminales inversees (ITR) situees aux extremites 5' et 3' et d*une region 

20 d'encapsidation qui suit TITR 5*. 

Les vecteurs adenoviraux actuellement utilises dans les protocoles de 
therapie genique sont depourvus de la majeure partie de la region El afin d'eviter 
leur dissemination dans renvironnement et I'organisme bote. Des deletions 
supplementaires dans la r^on E3 permettent d'accroTtre les capadtes de clonage. 

25 Les genes d'interet sont introduits dans TADN viral a la place de Tune ou Tautre 
region deletee. Cependant, Hmmunogenecite potentielle des proteines virales 
encore exprimees peut dans certaines applications particulieres s*opposer a la 
persistance des cellules transduhes et a Texpression stable du transgene. Ces 
inconvenients ont justifie la construaion de vecteurs de nouvelles generations qui 
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conservent les regions en cis (TTRs et sequences d'encapsidation) essentielles a 
l*encapsidation mais comportent des modifications genetiques supplementaires 
visant a supprimer I'expression in vivo de la plupart des genes viraux (voir par 
exemple la demande intemationale W094/28152), A cet egard, un vecteur dit 

5 minimal, deficient pour Tensemble des fonctions adenovirales represente une 
alternative de choix. 

La plupart des vecteurs developpes a Theure actuelle sont bases sur une 
expression constitutive du transgene. Or il peut etre souhaitable de limiter 
I'expression du gene therapeutique a un nombre restreint de types cellulaires. 

10 L' expression tissu-specifique peut etre mediee par le biais de promoteurs et 
d'enhancers tissu-specifiques ou de systemes d'expression inductibles repondant 
a un evenement cellulzure ou temporel specifique. 

De nombreux systemes d'expression inductibles proposes actuellement 
reposent sur I'emploi de promoteurs regules par des facteurs de transcription 

15 endogenes actives par un ligand inducteur particulier (hormones steroides, 
interferon, m6taux lourds...)- Un premier inconvenient est que ces systemes 
necessitent la presence des facteurs activateurs endogenes au sein de la cellule 
cible. De plus, le niveau d*expression basal est souvent eleve en raison d'une 
activation «bruit du fond» due aux substances cellulaires endogenes, qui peut 

20 generer des efFets secondaires non negligeables. 

Un certain nombre de systemes d'expression bases sur Tutilisation de 
facteurs procar^'otiques ont et6 mis ea Evidence aii cours de ces demieres annees. 
On peut citer par exemple ceux des operons bacteriens tetracycline (Gossen et 
Bujard, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 5547-551), lactose (Miller et 

25 ReznikofF (Eds), The operons. Cold Spring Harbor Laboratory), tryptophane 
(Yanofsky et al., 1981, Nucleic acids Res. P. 6647-6668), de la proteine 16 du 
virus implex de 1' herpes (proteine rrawj-activatrice VP 16), ou de la protane Gal4 
de levure (Wdjster et al„ 1988, Cell J2, 169-178). 

D*une maniere generale, Toperon de resistance a la tetracycline est code par 
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le transposon TnlO (Hillen et al, 1984, J. Mol Biol, 772, 185-201). La regulation 
est assuree par une courte sequence nucleotidique dite "operateur" (tet O) qui 
constitue un site de fixation de divers regulatairs. Ainsi, la fixation du represseur 
tetracycline (tet R) ou de Tantibiotique tetracycline diniinue considerablement le 
5 niveau de transcription. Au contraire, un effet d'activation est obtenu en mettant 
en oeuvre une proteine, designee dans la Utterature "trans-activateur tetracycline 
(tTA)" qui resulte de la fiision entre le tet R et les 130 acides amines C-terminaux 
du domaine d'activation de la protfine VP 16 du virus simplex de I'herpes. 
Uexpression d*un gene rapporteur place sous le contrdle de pluaeurs copies de tet 
10 O en amont de sequences de base de la transcription (TATA box, site d^mitiation 
de la transcription..) est detectable par co-expression du tTA et inhibee par ajout 
de tetracycline. La Tetracycline lie le tTA et empeche ainsi la transcription. Ce 
^Sterne est fonctionnel dans un contexte vecteur retroviral (Paulus et al., 1996, J, 
Virol. 70, 62-67) et adenoviral (Neering et al., 1996, Blood 4, 1147-1155 ; 
15 Yoshida and Hamada, 1997, Biochem. Biophy. Comm. 230, 426-430 ; Massie et 
al., 1998, J. Virol. 72, 2289-2296), Dans ce dernier cas, le trans-activateur est 
foumi en trans soit par infection d'une lignee etablie exprimant le tTA par un 
vecteur adenoviral contenant un gene d'interet place sous le controle d'elements 
teiO et du promoteur CMV soit par co-infection des cellules par deux vecteurs 
20 adenoviraux, I'un contenant la cassette d'interet et 1' autre exprimant le tTA. Un 
systeme reverse dans lequel T expression du transgene est activee en presence de 
la tetracycline, a ete developpe en mutant la proteine de fusion tTA (Gossen et al., 
1995, Science 268, 1766-1769). La proteine modifiee rtTA ne lie en effet les 
elements tetO qu'en presence de tetracycline. Une autre variante selon laquelle 
25 I'expression est controlee a deux niveaux (en absence de tetracycline et en presence 
d'oestracUol), est obtenue en fusionnant le tTA au domaine de Uaison au Ugand du 
recepteur aux oestrogenes (lida et al., 1996, J. Virol 70, 6054-6059). 

Un autre systeme inductible repose sur Temploi de recepteurs endogenes 
afin de remedier a rimmunogenicite potentielle des trans-activateurs 
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procaryotiques. A cet egard, les recepteurs des hormones steroi'des ont feit Tobjet 
de nombreuses publications. On peut citer plus particulierement les recepteurs aux 
glucocorticoides (GR) (Israel et Kaufman, 1989, Nucleic Acids Res. 77, 4589- 
4604), a la progesterone (PR) (Gronemeyer et al., 1987, EMBO J. 6, 3985-3994) 
5 et aux oestrogenes (ER) (Klein-Mtpap et al., 1986, Cell ^(5,1053-1061 ; Koike et 
al., 1987, Nucleic Acids Res. 7 J, 2499-2513). Leur mode d'action est variable 
puisqu'ils sont capables de trans-activer ou de trans-reprimer la transcription selon 
la cellule cible, le ligand hormonal et les elements de regulation employes. Pour ce 
qui est de la trans-activation, le recepteur steroidien est sous sa forme inactive 

10 complexe a divers facteurs cellulaires dont certaines proteines de choc thermique 
(hsp pour heat shock protein en anglais). La fixation d'un ligand agoniste (hormone 
steroi'de) entraine un changement de la conformation du recepteur. Cette activation 
s'accompagne de la dissociation des facteurs cellulaires, d'une translocation 
nucleaire et augmente la capacite du recepteur a fixer une courte sequence d' ADN 

15 sp^cifique (sequence cible), ce qui permet 1' interaction avec la machinerie 
transcriptionnelle et I'induction de la transcription. Pour remplir leur fonction, ces 
recepteurs sont generalement organises en 3 domsunes fonctionnds, respectivemmt 
un domaine de trans-activation permettant I'activation de la transcription, un 
domaine de liaison a TADN (sequence cible) et un domaine de liaison au ligand 

20 (DLL). 

Des recepteurs modifies repondant preferentiellement a des ligands 
synthetiques non naturels sont egalement proposes dans la litterature. Par exemple, 
Wang et al. (1994, Proc. Natl Acad. Sci. USA P/, 8180-8184) ont construit une 
chimere activable par la molecule RU486 mais pas par la progesterone endog&ne, 
25 qui resulte de la fiision du domaine de liaison au ligand du recepteur tronqu6 de la 
progesterone (APR), du domaine de liaison a 1' ADN de la proteine de levure Gal4 
et du domaine de trans-activation de la proteine VP16. Toutefois, Tactivite basale 
reste elevee et la protSne chimere peut potentiellement interferer avec les facteurs 
transcriptionnels cellulaires. Des variants des recepteurs ER et GR modifies dans 
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leurs domaines de liaison au ligand ont egalement ete decrits. Ainsi, le mutant ER*^ 
obtenu par substitution de la glycine en position 521 du recepteur ER par une 
arginine, est incapable de fixer les oestrogenes endogenes, mais peut etre active par 
des ligands synthetiques tel que le Tamoxifen, pour activer la transcription regulee 
5 par la sequence cible ERE (pour estrogen responsive element). Un variant 
analogue a egalement ete construit pour le recepteur GR, modifie en position 747 
par substitution de I'isoleucine par une threonine (Roux et al., 1996, Molecular 
Endocrynology JO, 1214-1226). Ce variant designe GR**" est incapable de fixer les 
glucocorticoMes endogenes, mais peut etre active par des ligands synthetiques tels 
10 que la Dexamethasone. Une fois active, il reconnait la sequence cible GRE (pour 
glucocortico'ide responsive element ; Cato et al., 1986. EMBO J. 5, 2237-2240) 
et stimule la transcription du promoteur qui lui est associe. 

Un autre systeme d' expression inductible utilise le recepteur steroYdien 
d'insecte repondant a I'ecdysone (EcR). Le recepteur est active par Tecdysone et 
15 forme un heterodimere avec la proteine ultraspiracle (USP) de la Drosophile qui 
se fixe a une sequence cible specifique (EcRE pour ecdysone responave element) 
pour activer la transcription. No et al. (1996, Proc, Natl. Acad, Sci. USA Pi, 
3346-3351) ont cree un recepteur mutant VgEcR obtenu par fiasion du DLL du 
recepteur EcR, d*un hybride entre le domaine de liaison a 1' ADN des recepteurs 
20 EcR et GR et du domaine de ^ranis-activation de VPl 6. Le mutant peut former, en 
presence de I'ecdysone ou de son analogue muristone A, un heterodimere avec la 
proteine USP ou son homologue humain, le recepteur de I'acide retinoique X 
(RXR), et activer la transcription de genes places sous le controle d'une sequence 
hybride (5xE/GRE) comprenant les motifs repondant aux recepteurs EcR et GR. 
25 Un tel systeme evite une eventuelle activation endogene. 

Un autre systeme d' expression inductible decrit dans la litterature met en 
oeuvre les immunophilines. Rivera et al. (1996, Nat. Med. 2, 1028-1032) ont 
developpe un systeme a deux composantes assemblees en presence d'un ligand. 
Plus precisemment, la premiere composante est une fusion entre le facteur de 



wo 00/12741 



-7- 



PCT/FR99/020S1 



transcription ZFHDl (portant un domaine de liaison a I'ADN) et rimmunophiline 
FKBP12 et la deuxieme composante est une fusion entre le domaine de trans- 
activation du facteur NFkB p65 et FRAP (FKBP12-rapamycine-associated 
protein). Le trans-activateur est active sous forme d'un heterodimere associant les 
5 deux composantes et la rapamycine liant les portions FKBP12 et FRAP qui peut 
induire Texpression d'un transgene place sous le controle des elements-cibles de 
ZFHDl. 

Enfin, Dolwick et al. (1993, Mol. Phannacol. 44, 91 1-917) ont identifie le 
recepteur aryi hydrocarbon (AhR) implique dans le metabolisme des xenobiotiques 

10 et des substances chimiques elaborees par Thomme. L'AhR, sous forme inactive 
est complexe a divers facteurs cellulaires dont la proteine chaperonne hsp90. La 
fixation d'un ligand xenobiotique induit ia dissociation du complexe, la 
translocation du AhR dans le noyau, la formation d'un heterodimere avec la 
proteine Amt (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator ; Hoffinan et al., 

15 1991, Science 252, 954-958). La fixation de rheterodimere sur les elements cibles 
de I'ADN nommes XR£ (pour xenobiotique responsive elements) induit la 
transcription des sequences geniques en aval. La sequence XRE est presente dans 
la region promotrice de nombreux genes codant pour des enzymes impiiquees dans 
le metabolisme de drogues, telles que glutathione-S-transferase ou cytochrome 

20 P4501 Al . AhR et Amt possedent un domaine responsable de la reconnaissance de 
la sequence cible, de Theterodimerisation et de la liaison au ligand. La majorite des 
Etudes de trans-activation par le biais du complexe AhR/ Amt utilise le ligand 
2,3,7,8-tetradilorodiben2X>-p-dioxine (TCDD) 

La presente invention propose un systeme d' expression inductible mettant 

25 en oeuvre un vecteur adenoviral comp6rtant un gene d'int^ret dont Texpression est 
regulee par un trans-activateur activable par Tapport de molecules 
pharmacologiques exogenes. Ce systeme est base plus particulierement sur 
Tutilisation d'un recepteur steroidien. Une fois active, le complexe recepteur/Iigand 
va se fixer sur sa sequence cible et permettre une activation en trans de 
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I'expression du gene therapeutique. On a maintenant construit un vecteur 
adenoviral recombinant contenant, en remplacement de la region El, une cassette 
d'expression du recepteur steroidien mutant GR"*^ exprime de fagon constitutive 
par le promoteur precoce du cytomegalovirus (CMV) et, en remplacement de la 
5 region E3, une cassette d'expression du gene facteur IX (FIX) humain place en 
aval du promoteur du virus MMTV (mouse mammary tumor virus) contenant la 
sequence cible GRE. Les experiences qui suivent montrent la fonctionnalite d'un 
tel systeme inductible m vitro et in vivo. De fa9on analogue, le recepteur ER^ a 
egalement ete insere dans la region El d'un adenovirus sous le controle du 

10 promoteur CMV. Dans ce cas, ia cassette inductible du gene FIX est regulee par 
la sequence ERE associee au promoteur minimal du gene TK (thymidine kinase) 
de HSV (herpes simplex virus). Le troisieme systeme etudie dans le cadre de la 
pr&ente invention met en oeuvre le recepteur modifie VgEcR et le recepteur 
humain RXR dont les sequences ont ete introduites dans la region El d'un 

1 5 adenovirus. La cassette inductible presente dans la region E3 place T ADNc du FDC 
sous le controle des elements hybrides 5xE/GRE. 

La finalite de la presente invention est de remedier aux inconvenients des 
vecteurs de thdrapie genique actuels, en ameliorant notamment la specificity 
(activation par des substances exogenes non toxiques et non par des facteurs 

20 cellulaires endogenes) et Tinductibilite (activite basale en I'absence d'inducteur 
minimale et forte expression du transgene a I'etat active). L'objet de la presente 
invention peut etre applique a divers protocoles de therapie genique necessitant 
Texpression de molecules solubles, telles que des molecules antitumorales 
(anticorps, cytokines, chimiokines) ou dans tous les cas ou Texpression du gene 

25 ther^eutique devra etre regulee fonction des besoins de Torganisme. n permet 
egalement I'analyse des genes dont I'expression est cytotoxique ou reduite a 
certaines etapes du developpement. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un systeme d'expression 
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inductible comprenant : 

(i) les sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
d'origine eucaryote ou virale et placees sous le controle des elements de 
regulation appropries a leur expression dans une cellule ou un organisme 

5 hote , et 

(ii) un vecteur adenoviral recombinant comportant un gene d'interet place 
sous le controle d'un promoteur inductible susceptible d'etre active en 
trans par iedit activateur transcriptionnel. 

Aux fins de la presente invention, le terme «activateur transcriptionnel)) 

10 definit un polypeptide ou un ensemble de polypeptides exergant une action positive 
sur la transcription c'est k dire ayant la capacite d'initier ou de stimuler la 
transcription d'un gene quelconque a partir d'elements de regulation appropries 
repondant audit activateur transcriptionnel. L'eflfet positif sur la transcription est 
de preference medie directement par la liaison de Tactivateur aux elements de 

15 regulation mais peut Fetre indirectement par Tinterm^diaire de facteur(s) 
cellulaire(s). De preference, on a recours a un activateur transcriptionnel ligand- 
dependant apte a lier une sequence d'ADN caracteristique (sequence cible) et a 
activer le promoteur qui lui est associe. De tels activateurs transcriptionnels sont 
decrits dans Tetat de la technique. On indique egalement que dans le cadre de la 

20 presente invention, I'activateur transcriptionnel peut Stre un polypeptide unique 
sousvforme de monomere ou de multimere (de preference dimere) ou encore peut 
resulter de Tassociation d'un ensemble de polypeptides formant un heteromere (de 
preference un ensemble de deux polypeptides formant un heterodimere). 
L' activateur transcriptionnel en usage dans la presente invention peut etre d€nw€ 

25 d'un oi^anisme quelconque d'origine eucaryote ou virale, notamment d'une levure, 
d'un insecte, d'un vertebre ou d'un virus ou peut avoir une origine mixte c'est a 
dire etre forme de composantes d'origines diverses. 

Un activateur transcriptionnel convenant a la mise en oeuvre de la presente 
invention comprend au moins 3 types de domaines fonctionnels, respectivement un 
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domaine de trans-activation, un domaine de liaison a T ADN (sequence cible) et un 
domaine de liaison au ligand (DLL). Dans le cadre de la presente invention, I'ordre 
des difFerents domaines est sans importance. De plus, ils peuvent etre repartis dans 
la sequence en acides amines de maniere continue ou discontinue (avec 
5 eventuellement un chevauchement des residus impliques dans chaque fonction) et 
localises sur un ou les polypeptide(s) formant ledit activateur transcriptionnd. Par 
ailleurs, il peut comprendre plusieurs domaines d'un meme type. Un exemple 
adequate est constitue par rheterodimere developpe par Rivera et al. (1996, Nat. 
Med. 2, 1028-1032) active par la liaison de la rapamycine aux portions FKBP12 
10 etFRAP. 

Le terme «domaine de liaison au ligand» fait reference a la portion de 
Tactivateur transcriptionnel qui interagit avec un ligand-inducteur approprie. 
L'interaction DLL-inducteur place Tactivateur transcriptionnel en etat active, etape 
necessaire a 1' activation transcriptionnelle. Le DLL est de preference localise a 
15 Textremite C-temunale du ou d'un polypeptide composant ledit activateur 
transcriptionnel. 

Le terme «domaine de liaison a rADN» fait reference a la portion de 
Tactivateur transcriptionnel qui interagit avec la sequence d' ADN cible presente 
au sein du promoteur inductible controlant I'expression du gene d'interet et 

20 speciBque de Tactivateur transcriptionnel choisi. Ladite sequence cible est 
generalement placee en amont d'une region promotrice contenant au moins ime 
TATA box et est composee de motifs reconnus par I'activateur transcriptionnel. 
Ces motifs peuvent former une structure particuliere (palindrome, repetitions en 
orientation sens ou inversee ...etc). Les sequences cibles adaptees a chaque 

25 activateur transcriptionnel sont decrites dans la litterature. Pour illustrer, on peut 
citer : 

la sequence cible GRE (pour glucocorticoid responsive element) 
comportant un motif TGTTCT (ou son complementaire) reconnu 
par un domaine de liaison a I'ADN derive du recepteur GR ou d'un 
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analogue (GR*^). Un exemple prefere est constitu6 par la sequence 
5*GGTACANNNtGTTCT3' ou N represente un nucleotide 
quelconque ; 

la sequence cible ERE (pour oestrogen responsive element) 
comportant un motif 5*AGGTCA3' (ou son complementaire) 
reconnu par un doihaine de liaison a T ADN derive du recqjteur ER 
ou d'un analogue (ER^). Un exemple prdfere est constitue par la 
sequence 5*AGGTCANNNTGACC3' ou N represente un 
nucleotide quelconque ; 

la sequence cible UAS (pour upstream activating sequence) de 

sequence 5' CGGAGTACTGTCCTCCG3* (ou son 

complementaire) reconnue par un domaine de liaison a TADN 

derive du recepteur Gal 4 de levure ou d'un analogue ; 

la sequence cible EcRE (pour ecdysone responsive element) 

comportant un motif GAC AAG (ou son complementaire) reconnu 

par un domaine de liaison a I'ADN derive du recepteur EcR ou 

d'un analogue. Un exemple prefere est constitue par la sequence 

5'GACAAGGGTTCAATGCACTTGTC3' ; 

la sequence 5xE/GRE de sequence 5'AGGTCAr>fAGAACA3' (ou 

son complementaire) reconnue par un domaine de liaison a I'ADN 

hybride entre EcR et GR ou d'un analogue, 

la sequence cible 5' TAATTANGGGNG3' ou N represente un 

nucleotide quelconque, reconnue par le facteur de transcription 

ZFHDl 

la sequence cible XRE (pour xenobiotique responsive element) de 
sequence 5'CCTCCAGGCTTCTTCTCACGCAACTCC3' 
reconnue par un domaine de liaison a I'ADN derive du recepteur 
AhR ou d'un analogue. 
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Le terme «domaine de trans-activation» fait reference a la portion de 
I'activateur transcriptionnel qui interagit avec la machinerie cellulaire pour initier 
ou stimuler la transcription genique dependante de la sequence cible repondant 
audit acdvateur. Ce domaine peut etre issu d'un facteur de transcription classique 
(NFkB, SP-1...) ou d'un fecteur Kgand-dependant (recepteur steroidien, 
immunophiline, AhR...). Un domaine comprenant les 130 acides amines C- 
terminaux de VP16 convient tout particulierement. 

La trans-activation induite par I'activateur transcriptionnel en usage dans 
le cadre de la pr&ente invention peut etre verifiee simplement par des techniques 
conventionnelles, par exemple en suivant I'expression d'un g^e donn6 place sous 
le contr6Ie de la sequence cible adequate ou la synthese de son produit 
d'expression (analyse selon Northern, Western. immunofluorescence...etc) en 
presence du rdcepteur active par Tinducteur. Un protocole detaiUe est donne dans 
les exemples ci-apres. Une diflKrence d'un fecteur d'au moins 2, avantageusement 
d'au moins 5 et, de preference, d'au moins 10 reflete ia capadte de tians-activation 
du systeme d'expression selon I'invention. 

On peut illustrer ces definitions par I'exemple du recepteur GEL Son 
domaine de trans-activation est localise dans la partie N-terminale entre les readus 
272 et 400 (Jonat et al., 1990, CeU 62, 1189-1204), le domaine de liaison a I'ADN 
de 66 acides amines entre les r&idus 421 et 487 (Ludbello et al., 1990, EMBO J. 
9, 2827-2834) et le domaine de Uaison au ligand hormonal d'environ 300 addes 
amines dans la partie C-tenninale (Kerpolla et al., 1993, Mol. Cell. Biol. J3, 3782- 
3791). Ce dernier domaine comprend egalemait les sequences responsables pour 
la dimerisation du GR, sa localisation nucleaire et I'interaction avec les proteines 
hsp. La trans-activation est mediee par la Uaison d'un dimere de recepteur a la 
sequence cible GRE. 

Avantageusement, I'activateur transcriptionnel inclu dans le systeme 
d'expression inductible selon I'invention comporte tout ou partie d'un domaine 
derive d'un recepteur d'hormones steroides choisi parmi le groupe constitue par 
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les recepteurs oestrogene (ER), glucocorticoYde (GR), progesterone (PR), 
Vitjunine D, ecdysone (EcR), mineralocorticoide, androgene, hormone thyroi'de, 
acide retinoi'que et acide retino'ique X ou encore d'une immunophiline ou d'un 
recepteur aryl hydrocarbon (AhR). 

Dans le cadre de la presente invention, on peut mettre en oeuvre un 
recepteur modifie. Avantageusement, le recepteur modifie a perdu sa capacite 
d'activation par un inducteur naturel et acquis une capacite d'activation par un 
inducteur non naturel et retient la capacite de trans-activation du recepteur natif. 
L'homme de Tart connait la ou les modifications a effectuer a cet egard. Elles 
peuvent etre diverses (delation, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs 
residus du recepteur naturel) et concemer un ou plusieurs domaines. De maniere 
preferee, le domdne fonctionnel modifie presente une identite de sequence avec 
son equivalent natif d*au moins 70 %, avantageusement d'au moins 80 %, de 
preference d'au moins 90 % et, de maniere tout a feit preferee d'au moins 95%. 

Selon un premier mode de realisation, on a recours a un recepteur modifie 
dans son DLL de maniere a etre activable par un inducteur non naturel. Des 
exemples preferes sont constitues par les mutants GR***''' (I747T) et ER^ (G521R) 
deja cites. 

On peut egalement envisager de mettre en oeuvre un activateur 
transcriptionnel chimere comprenant des polypeptides ou fiagments 
polypq)tidiques varies. Avantageusement, il resulte de la fusion ou de I'association 
de domaines fonctionnels d'origines differentes. En effet, il est possible d'6changer 
les domaines fonctionnels entre les difierents recepteurs et toutes les combinaisons 
possibles entrent dans le cadre de la presente invention. Par exraiple, pour reduire 
I'interference avec les complexes recepteurs / ligands mdogenes, on peut envisager 
de remplacer le domaine de liaison a TADN d'un recepteur steroidien par celui 
d'un recepteur non humain (d'origine virale ou animale ou d'eucaryote inferiair), 
par exemple un recepteur steroYdien animal, un recepteur de levure(Gal4)..., la 
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seule condition etant d'adapter la sequence cible au domaine de liaison a FADN 
retenu, Une telle adaptation est a la portee de Thomme de Tart. A titre indicatif, 
lorsque le domaine de Haison a T ADN est issu de Gal4, ie promoteur inductible mis 
en oeuvre contiendra les elements UAS (Upstream Activating Sequences) 
5 repondant i GaI4. Par ailleurs, Ie domaine de trans-activation peut etre issu de 
n'importe quel domaine d'activation transcriptionnel connu, notamment de la 
proteine 16 du virus herpes simplex (VP 16) ou de la p65 du facteur NFKB et en 
particulier, de son extremite C-tenninale. Un activateur transcriptionnel assodant 
un DLL derive d'un recepteur steroi'dien, un domaine de trans-activation derive de 
10 VP16 et un domaine de liaison a I'ADN de Gai4 ou d'un recepteur st^roldien 
convient a la mise en oeuvre de la presente invention. A cet egard, on utilisera de 
preference les residus 1 a 74 de Gal4. Mais d'autres combinaisons sont egalement 
envisageables. 

Par ailleurs, on peut employer Egalement un domaine fonctionnel hybride 
15 entre des fragments polypeptidiques diflFerents. Un exemple possible est consdtue 
par un domaine de liaison a PADN hybride entre les recepteurs EcR et GR, 
reconnaissant une sequence cible hybride comportant les motifs repondant a 
Tecdysone et aux glucocorticoTdes. 

Un activateur transcriptionnel prefere dans le cadre de la presrate invention 
20 est choisi parmi : 

(i) . un polypeptide designe GR*^'^ comprenant un domaine de liaison a T ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derives d'un receptoir aux 
glucocorticoides, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment 
par substitution de I'isoleucine en position 747 par une threonine ; 
25 (ii) un polypeptide designe ER^ comprenant un domaine de liaison a T ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derive d'un recepteur a 
I'oestrogene, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment par 
substitution de la glycine en position 521 par une arginine ; 
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(iii) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un DLL derive du recepteur a Tecdysone, un domaine de 
liaison a PADN hybride derive de ceux des recepteurs EcR et GR et un 
domaine de trans-activation derive de la proteine virale VP 16 et un second 

5 polypeptide derive de la proteine USP de drosophile ou d'un homologue 

tel que le recepteur de Tacide retinoi'que X (RXR) humain ; 

(iv) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un domaine de liaison a TADN derive du facteur de 
transcription ZFHDl et un DLL derive de Timmunophiline FKBP12 et un 

10 second polypeptide comportant un domaine de trans-activation derive du 

facteur NFkB p65 et un DLL derive de FRAP (FKBP12-rapamycine- 
associated protdn) ; et 

(v) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide derive 
du recepteur AhR et un deuxieme polypeptide derive de la proteine Amt. 

15 De preference, les activateurs transcriptionnels (i) et (ii) sont sous forme 

d'homodimeres et (iii) (iv) et (v) sont sous forme d'heterodimeres associant le 
premier et le second polypeptide et, eventuellement, Tinducteur. 

Selon un mode de realisation tout a fait avantageux, I'activateur 
transcriptionnel est activ6 par Uaison a un inducteur non naturel et n'est pas ou p«j 

20 active par un compose himiain naturel. 

Le teime «inducteur non naturel» se refere a un compose qui n'est pas 
trouve natureUement daiis I'organisme humain ou animal a qui la th^rapie utilisant 
le systeme d'expression inductible selon Tinvention est destinee. H s'agit de 
preference d'un inducteur synth6tique qui n'est pas trouve naturellement dans un 

25 orgaiusme humain et dont la structure est legerement differente de celle d'un 
compose humain (endogene). Aux fins de la presente invention, un inducteur non 
naturel est capable d'activer Tactivateur transcriptionnel en usage dans le cadre de 
la presente invention, en particulier par liaison au DLL, afin d'initier ou stimuler 
la transcription dependante de la sequence cible repondant audit activateur. Le 
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choix d'un inducteur non naturel adapte a I'activateur transcriptionnel retenu est 
a la portee de rhomme de Tart sur la base de I'etat de la technique. L' activation 
de I'activateur transcriptionnel par I'inducteur non naturel peut se faire par une 
interaction covalente ou non covalente (61ectrostatique, hydrophobe, liaison 
5 hydrogene ... etc). Par ailleurs, Tinducteur peut etre constitue par un compose 
unique ou par un ensemble de molecules. II appardent de preference a la famille des 
steroides, retinoides, acides gras, vitamines, hormones, xenobiotiques ou 
antibiotiques. 

Selon un mode de realisation avantageux, ledit inducteur non naturel est 

10 une substance synthetique administrable par voie orale. De preference, il est choisi 
parmi le groupe constitue par la dexamethasone, le tamoxifene, le muristerone A, 
Tecdysone, la rapamycine et le 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) ou 
un analogue quelconque de ces composes, de preference peu ou pas toxique. 

Les sequences codant pour Tactivateur transcriptionnel compris dans le 

1 5 systeme d'expression inductible selon I'invention sent placees sous le controle des 
elements de regulation appropries permettant Fexpres^on dans une cellule ou un 
organisme bote. Le terme «elements de regulation appropries» regroupent 
I'ensemble des elements permettant la transcription desdites sequences en ARN et 
la traduction en proteine. Parmi ceux-ci, le promoteur revet une importance 

20 particuliere. II peut etre isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote, procaryote 
ou meme virale. Altemativement, il peut s'agir du promoteur nature! du gene 
endogene. Par ailleurs, il peut etre constitutif ou regulable. En outre, il peut etre 
modifie de maniere a ameliorer I'activite promotrice, supprimer une region 
inhibitrice de la transcription, rendre un promoteur constitutif regulable ou vice 

25 versa, introduire un site de restriction On peut mentionner, a titre d'exemples, 

les promoteurs eucaryotes des genes PGK (Phospho Glycerate Kinase), MT 
(metallothioneine ; Mc Ivor et al., 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), le promoteur 
precoce du virus S V40 (Simian Virus), le LTR du RSV (Rous Sarcoma Vims), le 
promoteur TK-HSV-1, le promoteur precoce du virus CMV (Cytomegalovirus) 
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et les promoteurs gouvemant 1' expression des genes adenoviraux tardife (MLP) et 
precoces (El A, E2A, E3 ou E4). Mais, il peut egalement etre interessant de 
reguler T expression de i'activateur transcriptionnel. Selon une premiere variante, 
son expression peut etre controlee par sa sequence cible specifique (autoactivation 
5 et/ou activation par le recepteur sauvage endogene active par le ligand endogene). 
Par exemple, on aura recours aux elements ERE ou GRE pour I'expression d'un 
activateur transcriptionnel comportant un domaine de liaison a T ADN derive de 
ER ou GR (EBJ ou GR**^). Une autre possibilite est Temploi d'un promoteur 
regulable choisi parmi ceux de Tart anterieur. A cet egard, Futilisation d'un 

1 0 promoteur stimulant Texpres^on dans une cellule tumorale ou cancereuse peut etre 
avantageuse. On peut citer notamment les promoteurs des genes MUC-1 
surexprime dans les cancers du sein et de la prostate (Chen et al., 1995, J. Clin. 
Invest. 96, 2775-2782), CEA (pour carcinoma embiyonic antigen) surexprime dans 
les cancers du colon (Schrewe et ai., 1990, Mol. Cell. Biol, 70, 2738-2748), 

15 tyrosinose surexprime dans les melanomes (Vile et al., 1993, Cancer Res. 5i, 
3860-3864), ERB-2 surexprim6 dans les cancers du sein et du pancreas (Harris et 
al., 1994, Gene Therapy 7, 170-175) et a-fetoproteine surexprimee dans les 
cancers du foie (Kanai et al., 1997, Cancer Res. 57, 461-465). On indique que le 
promoteur precoce du Cytomegalovirus (CMV) est tout particulierement prefere. 

20 Bien entendu, les elements de regulation appropries peuvent en outre 

comprendre des elements additionnels ameliorant Texpression (sequence 
intronique, sequence terminatrice de la transcription...) ou encore le maintien dans 
une cellule hdte. De tels elements sont connus de Thomme de Tart. 

Lorsque T activateur transcriptionnel en usage dans le cadre de la presente 

25 invention est compose par un ensemble de polypeptides, ceux-ci peuvent etre 
produits a partir de sequences nucleotidiques polycistroniques (placees sous le 
contrdle d'un promoteur unique) mettant en oeuvre un site d*initiation de la 
traduction de type IRES pour initier la traduction du second dstron. On peut 
egalement employer un promoteur bidirectionnel dirigeant F expression de deux 
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genes places de part et d'autre. On peut aussi generer des cassettes d'expression 
independantes comportant chacunes des elements de regulation appropries tels que 
ceux cites auparavant. Les cassettes peuvent etre portees par un meme vecteur 
d'expression ou par des vecteurs differents. 
5 Les sequences employees dans le cadre de la presente invention peuvent 

etre obtenues par les techniques classiques de biologie moleculaire, par exemple 
par criblage de banque a Taide de sondes specifiques, par immunocriblage de 
banque d'expression, par PCR au moyen d' amorces adequates ou par synthese 
chimique. Les mutants peuvent etre generes a partir des sequences natives par 
10 substitution, deletion et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotides en mettant en 
oeuvre les techniques de mutagenese cfirigee, de PCR, de digestion par les enzymes 
de restriction et ligation ou encore par synthese chimique. La fonctionnalite des 
mutants et des constructions peut etre verifiee par les techniques de Tart, 

La deuxieme composante du systeme d'expression inductible selon 
1 5 rinvention est un vecteur adenoviral recombinant comportant au moins im gene 
d'interet place sous le contrdle d'un promoteur inductible susceptible d'etre active 
en trans par ledit activateur transcriptionnel. 

On aura de preference recours a un vecteur adenoviral depourvu de tout 
ou partie d'au moins une re^on essentielle a la replication selectionnee panni les 
20 regions El, E2, E4 et LI a L5, afin d'eviter sa propagation au sein de I'organisme 
bote ou de Tenvironnement. Une delation de la majorite de la region El est 
preferee. Avantageusement, elle s'etend des nt 454 a 3328 mais peut egalement 
englober des sequences additionndles en 5* et 3* a la condition de ne pas interferer 
avec la fonction d'encapsidation. De preference, le gene pDC n'est pas inclu dans 
25 la deletion de El. En outre, elle peut etre combinee a d'autres modification(s) 
touchant notanunent les regions E2, E4 et/ou L1-L5, dans la mesure ou les 
fonctions essentielles defectives sont complementees en trans au moyen d'une 
lignee de complementation et/ou d'un virus auxilliaire. A cet egard, on peut avoir 
recours aux vecteurs de seconde generation defectife pour les fonctions El et E4 
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ou El et E2 (voir par exemple les demandes intemationales W094/28152 et 
WO97/04119). Pour illustrer ce mode de realisation, on peut citer un vecteur 
combinant une deletion au sein de la region El et une mutation thermosensible 
afiFectant le gene DBP (pour DNA Binding Protein en anglais) de la region E2A 

5 (Ensinger et al., 1972, J. Virol. 70, 328-339). Pour ce qui est de la region E4, die 
peut etre deletee en totalite ou en partie. Une deletion partielle de la region E4 a 
Texception des sequences codant pour les cadres de lecture ouverts (ORF) 3 et/ou 
6/7 est avantageuse dans la mesure ou elle ne necessite pas de complementation de 
la fonction E4 (Ketner et al., 1989, Nucleic Acids Res. 77, 3037-3048). Dans le 

10 but d'augmenter les capacites de clonage, le vecteur adenoviral recombinant peut 
en outre etre depourvu de tout ou partie de la region E3 non essentielie. Selon 
cette alternative, il peut etre interessant de conserver neanmoins les sequences E3 
codant pour les polypeptides permettant Techappement au systeme immunitaire de 
I'hote, notamment la glycoproteine gpl9k (Gooding et al., 1990, Critical Review 

15 of Immunology 70, 53-71), Selon une autre alternative, on peut employer un 
vecteur adenoviral minimal retenant essentiellement les ITRs (Inverted Terminal 
Repeat) 5' et 3' et la region d'encapsidation et defectif pour Tensemble des 
fonctions virales. 



20 inductible selon Tinvention, peut etre variee aus^ bien du point de vue de Tespece 
que du serotype. II peut deriver du genome d*un adenovirus humain ou animal 
(canin, avisure, bovin, murin, ovin, porcin, simien...) ou encore d*un hybride 
comprenant des fragments de genome adenoviral d'au moins deux origines 
diflferentes. On peut citer plus particulierement les adenovirus CAV-1 ou CAV-2 

25 d*origine canine, D AV d*origine aviaire ou encore Bad de type 3 tforigine bovine 
(Zakharchuk et al.. Arch, Virol., 1993, J 28: 171-176 ; Spibey et Cavanagh, J. Gen. 
Virol., 1989, 70: 165-172 ; Jouvenne et al.. Gene, 1987, 60: 21-28 ; NCttal et al., 
J. Gen. Virol., 1995, 76: 93-102). Cependant, on preferera un vecteur adenoviral 
d*origine humaine derivant de preference d'un adenovirus de serotype C, 



Par ailleurs, I'origine du vecteur adenoviral du systeme d'expression 
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notamment de type 2 ou 5. 

Le gene d'interet en usage dans la presente invention, peut etre issu d*un 
organisme eucaryote, d'un procaryote d'un parasite ou d'un virus autre qu'un 
adenovirus. II peut etre isole par toute technique cx)nventionneIle dans le domaine 
5 de I'art, par exemple par clonage, PGR ou synthese chimique. II peut etre de type 
g^nomique (comportant tout ou partie de I'ensemble des mtrons), de type ADN 
complementaire (ADNc, depourvu d'intron) ou de type mixte (minigene). Par 
ailleurs, il peut coder pour un ARN antisens et/ou un ARN messager (ARNm) qui 
sera ensuite traduit en polypeptide dHnteret celui-ci pouvant etre (i) intracellulaire, 

10 (n) incorpore dans la membrane de la cellule bote ou (iii) secrete, n peut s'agir 
d'un polypeptide tel que trouve dans la nature (natif), d'une portion de celui-ci 
(tronque), d'un mutant presentant notamment des proprietes biologiques 
ameliorees ou modifiees ou encore d*un polypeptide chimere provenant de la fusion 
de sequences d*origines diverses. Par ailleurs, le gene d'interet peut coder pour un 

15 ARN anti-sens, un ribozyme, ou encore un polypeptide d'interSt. 

Parmi les polypeptides d'interet utilisables, on peut dter plus 
particulierement les chemokines et cytokines (interferon a, P ou y, interleukine 
(IL), notamment riL-2. riL-6, TIL-IO ou encore riL-12, facteur necrosant des 
tumeurs (TNF), facteur stimulateur de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF...), 

20 MEP-lo, MEP-lp, RANTES, proteine de ch&noattraction des monocytes telle que 
MCP-1...), les rdcepteurs cellulaires (notamment reconnus par le virus HTV), les 
ligands de rdcepteur, les fiicteurs de coagulation (Facteur VTTT Facteur DC, 
thrombine, proteine C), les facteurs de croissance (FGF pour Fibroblast Growth 
Factor, VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor), les enzymes (urease, 

25 renine, metalloproteinase, nitric oxide synthetase NOS, SOD, catalase, lecithine 
cholesterol acyl transferase LCAT...), les inhibiteurs d'enzyme (al-antitrypsine, 
antithrombine DI, inhibiteur de protease virale, PAI-1 pour plasminogen activator 
inhibitor), les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I ou n 
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ou polypeptides agissant sur Texpression des genes correspondants, les 
polypeptides capables d'inhiber une infection virale, bacterienne ou parasitaire ou 
son developpement, les polypeptides agissant positivement ou negativement sur 
Tapoptose (Bax, Bcl2, BclX...), les agents cytostatiques (p21, p 16, Rb), les 
5 immunoglobuiines en totalite ou en partie (Fab, ScFv...), les toxines, les 
immunotoxines, les apolipoproteines (ApoAI, ApoATV, ApoE...), les inhibiteurs 
d'angiogenese (angiostatine, endostatine...), les marqueurs (P-galactosidase, 
luciferase....) ou tout autre polypeptide ayant un efFet therap^itique pour Taffection 
ciblee. 

10 ; Plus predsemment, dans le but de traiter un dysfonctionnement hereditaire, 

on utilisera une copie fonctionnelle du gene defectueux, par exemple un gene 
codant pour le facteur VIII ou IX dans le cadre de Themophilie A ou B, la 
dystrophine (ou minidystrophine) dans le cadre des myopathies de Duchenne et 
Becker, I'insuline dans le cadre du diabete, la proteine CFTR (Cystic Fibrosis 

15 Transmembrane Conductance Regulator) dans le cadre de la mucoviscidose. 
S*agissant d'inhiber Tinitiation ou la progression de tumeurs ou canc^s, on mettra 
de preference en oeuvre uri gene dHnteret codant pour un ARN anti-sens, un 
ribozyme, un produit cytotoxique (thymidine kinase de virus simplex de I'herp^ 1 
(TK-HSV-1), ricine, toxine cholerique, diphterique, produit des genes de levure 

20 FCYi et FURl codant pour Turacyle phosphoribosyl transferase et la cytosine 

desaminase ), une immunoglobuline, un inhibiteur de la division cdlulaire ou des 

signaux de transduction, un produit d*expression d'un gene suppresseur de tumeur 
(p53, Rb, p73, DCC....), un polypeptide stimulateur du systeme immunitaire, un 
antigene associe a une tumeur (MUC-1, BRCA-1, antigenes precoces ou tardifs 

25 (E6, E7, LI, L2...) d'un virus a papillome HPV....), eventuellement en combinaison 
avec un gene de cytokine. Enfin, dans le cadre d'une therapie anti-HIV, on peut 
avoir recours a un gene codant pour un polypeptide immunoprotecteur, un epitope 
antigenique, un anticorps (2F5; Buchacher et al., 1992, Vaccines P2, 191-195), le 
domaine extracdlulaire du recepteur CEM (sCD4 ; Traunecker et al., 1988, Nature 
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557, 84-86) une immunoadhesine (par exemple un hybride CD4-immunoglobuline 
IgG ; Capon et al., 1989, Nature 557, 525-531 ; Bym et al., 1990, Nature 344, 
667-670), une immunotoxine (par exemple fusion de I'anticorps 2F5 ou de 
rimmunoadhesine CEW-2F5 a Tan^ogenine ; Kurachi et al., 1985, Biochemistry 24^ 
5 5494-5499), un variant trans-dominant (EP 0614980, WO95/16780), un produit 
cytotoxique tel que Tun de ceux mentionne ci-dessus ou encore un IFNa ou p. 

Un des genes d'interet peut egalement etre un gene de selection permettant 
de selectionner ou identifier les cellules transferees ou transduites. On peut citer 
les genes neo (codant pour la neomycine phosphotransferase) conferant une 
10 resistance a Tantibiotique G418, dhfr (Dihydrofolate Reductase), CAT 
(Chloramphenicol Acetyl transferase), pac (Puromycine Acetyl-Transferase) ou 
encore gpt (Xanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase). DHine maniere 
generate, les genes de selection sont connus de Thomme de Tart. 



15 inclure des elements additionnels ameUorant son expression ou son maintien dans 
la cellule bote (origines de replication , elements dMntegration dans le genome 
cellulaire, sequences introniques, sequences poly A de terminaison de la 
transcription, leaders tripartites...). Ces elements sont connus de Thomme de Tart. 
En outre, le gene d'interSt peut egalement comporter en amont de la region 

20 codante une sequence codant pour un peptide signal permettant sa secretion de la 
cellule bote. Le peptide signal peut etre celui du gene en question ou heterologue 
(issu d'un gene quelconque secrete ou synthetique). 

La cassette d'expression du gene d'interet peut etre inseree a un endroit 
quelconque du genome adenoviral. Avantageusement, elle est introduite en 

25 remplacement de la region E3. Lorsque le vecteur adenoviral recombinant 
comporte pluaeurs genes d'interet, ceux-ci peuvent etre places sous le controle des 
memes elements genetiques (cassette polycistronique utilisant un site interne 
d'initiation de la traduction de type IRES pour reinitier la traduction du second 
cistron) ou d'elements independants. Dans ce cas, ils p^vent etre inseres dans une 



Par ailleurs, la cassette d'expression du gene d'interet peut, en outre. 
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meme region adenovirale (par exemple en remplacement de E3) ou dans des 
regions diflFerentes (par exemple en remplacement de E3 et d'une autre region 
deletee). 

Dans le cadre de la presente invention, I'expression du gene d'interet est 
5 controlee par un promoteur inductible par un activateur transcriptionnel tei que 
defini ci-avant. Au sens de la presente invention, un promoteur inductible 
comprend au moins une sequence cible repondant a Tactivateur transcriptionnel 
mis en oeuvre et associee de maniere operationnelle a un promoteur minimal. Les 
sequences cibles ont ete definies auparavant et sont decrites dans la litterature 

10 accessible a Thomme de Tart (pour rappel, ERE, GRE, EcRE, UAS, 5xE/GRE, 
XRE,..). On indique que Ton peut employer une sequence homologue modifiee par 
rapport a la sequence native mais exer^ant une fonction de regulation similaire ou 
amSioree. Ces modifications peuvent resulter de Taddition, de la deletion et/ou de 
la substitution d'un ou plusieurs nucleotides ou de fusion entre deux sequences 

15 cibles differentes. On pait mettre en oeuvre une ou plusieurs sequences cibles, par 
exemple de 1 a 25, avantageusement de 1 a 10 et, de preference, de 1 a 7, 
eventuellement placees en tandem et dans une orientation quelconque par rapport 
a la TATA box. Elle(s) est (sont) generalement inseree(s) dans le promoteur 
inductible en amont du promoteur minimal, jusqu'a plusieurs centaines de paires 

20 de bases de celui-ci. Un exemple de promoteur inductible par un activateur 
transcriptionnel derive du GR, est le LTR du virus MMTV (mouse mammary 
tumor virus) qui contient I'element GRE et des sequences promotrices adequates. 

Un promoteur minimal comprend essentiellement une TATA box et un site 
d'initiation de la transcription fonctionnels dans une cellule ou un organisme h6te. 

25 Ces elements sont classiques dans le domaine de I'art conceme. On peut citer plus 
particuli^em^ les promotaors minimaux des genes TK, CMV et HSP (promotair 
minimal du gene de proteine de choc thermique de drosophile depourvu de 
l*enhancer). 

En outre, le promoteur inductible en usage dans le cadre de la presente 
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invention peut comporter des elements supplementaires ameliorant le niveau de 
transcription ou le limitant a certains tissus particuliers (de type enhancer). Ces 
elements supplementaires peuvent de maniere alternative etre inseres dans une 
region genique non codante. 
5 Selon un premier mode de realisation, les sequences nucleotidiques codant 

pour I'activateur transcriptionnel et leurs elements de regulation sont portees par 
le vecteur adenoviral recombinant du systeme d'expression selon I'invention, Les 
cassettes d'expression du gene d'interet et de Tactivat^r transcriptionnel peuvent 
etre localisees dans la meme region du genome adeno>dral ou en des endroits 
10 differents et en orientation sens ou anti-sens Tune par rapport a 1' autre. 
L' orientation anti-sens est prefer^e. Un exemple prefere est foumi par un vecteur 
Er E3' dans lequel chacune des cassettes est ins6ree a la place des sequences 
adenovirales del6tees. 

Selon une autre variante, les sequences nucleotidiques sont portees par un 
1 5 veaeur d'expression independant autre que le vecteur adenoviral recombinant en 
usage dans le systeme d'expression selon Tinvention. II peut s'agir d'un vecteur 
synthetique (lipides cationiques, liposomes polymeres ...), d'un plasmide ou encore 
d'un vecteur viral. D pait etre eventuellement assode a une ou pluaeurs substances 
ameliorant reflficadte transfectionnelle et/ou la stabilite du vecteur. Ces substances 
20 sont largement documentees dans la litterature accessible a rhomme de Tart (voir 
par exemple Feigner et al., 1987, Proc. West. Pharmacol. Soc, 52, 115-121 ; 
Hodgson et Solaiman , 1996, Nature Biotechnology 14, 339-342 ; Remy et al., 
1994, Bioconjugate Chemistry 5, 647-654). A titre illustratif mais non limitatif; il 
peut s'agir de polymeres, de lipides notamment cationiques, de liposomes, de 
25 proteines nucleaires ou encore de lipides neutres. Ces substances peuvent etre 
utilisees seules ou en combinaison. Une combinaison envisageable est un vecteur 
recombinant plasmidique associe a des lipides cationiques (DOGS, DC-CHOL, 
spermine-chol, spermidine-chol etc..) et des lipides neutres (DOPE). 

Le chobc des plasmides utUisables dans le cadre de la presente invention est 
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vaste. II peut s'agir de vecteurs de clonage et/ou d'expression. D'une maniere 
generale, ils sont connus de rhomme de Fart et nombre d'entre eux sont 
disponibles commercialement mais il est egalement possible de les constmire ou les 
modifier par les techniques de manipulation genetique. On peut citer a titre 
5 d*exemples les plasmides derives de pBR322 (Gibco BRL). pUC (Gibcx) BRL), 
pBluescript (Stratagene), pREP4, pCEP4 (Invitrogene) ou encore p Poly (Lathe 
et ai., 1987, Gene 57, 193-201). De preference, un plasmide mis en oeuvre dans 
le cadre de la presente invention contient une origine de replication assurant 
rinitiation de la replication dans une cellule productrice et/ou une cellule hote (par 

10 exemple, on retiendra Torigine ColEl pour un plasmide destine a etre produit dans 
E, coli et le systeme oriP/EBNAl si Ton desire qu'il soit autoreplicatif dans une 
cellule hote mammifere, Lupton et Levine, 1985, Mol. Cell. Biol. 5, 2533-2542 ; 
Yates et al., Nature 313, 812-815). II peut en outre comprendre un gene de 
selection permettant de s61ectionner ou identifier les cellules • transfectees 

1 5 (complementation d'une mutation d*auxotrophie, gene codant pour la resistance a 
un antibiotique...). Bien entendu, il peut comprendre des elements supplementaires 
ameliorant son maintien et/ou sa stabilite dans une cdlule donnee (sequence cer qui 
favorise le maintien monomerique d\in plasmide (Summers et Sherrat, 1984, Cell 
36, 1097-1103, sequences ^integration dans le genome cellulaire). 

20 S'agissant d'un vecteur viral, on peut envisager un vecteur derivant d'un 

ad6novirus, d'un retrovirus, d*un virus associe k I'addnovirus (AAV), d'un virus 
de I'herpes, d'un alphavirus, d'un parvoams, d'un poxvirus (fowlpox, canaripox, 
virus de la vaccine notanmient de la souche MVA (Modified Virus Ankara) ou 
Copenhagen... etc) ou d'un foamyvirus. On aura de preference recours a un 

25 vecteur non replicatif et, eventuellement, non integratif. 

Les retrovirus ont la propriete d'infecter et de s'integrer majoritairement 
dans les cellules en division et a cet egard sont particulierement appropries pour 
I'application cancer. Un vecteur retroviral convenant a la mise en oeuvre de la 
pr^nte invention comporte les sequences terminales LTR, une region 
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d'encapsidation et les sequences nucleotidiques codant pour I'activateur 
transcriptionnel dont 1' expression est controlee par le promoteur retroviral (dans 
le LTR 5*) ou par un promoteur interne tel que cite ci-dessus. II peut deriver d'un 
retrovirus d'une origine quelconque (murin, primate, felin, humain etc..) et en 
5 particulier du MoMuLV (Moloney murine leukemia virus), MVS (Murine sarcoma 
virus) ou Friend murine retrovirus (Fb29). II est propage dans une lignee 
d'encq)sidation capable de foumir en trans les polypeptides viraux gag, pol et/ou 
env necessaires a la constitution d'une particule virale. De telles lignees sent 
decrites dans la litterature (PA317, Psi CRIP GP + Am-12 etc.). Le vecteur 
10 retroviral selon I'uivention peut comporter des modifications notamment au niveau 
des LTRs (remplacement de la region promotrice par un promoteur eucaiyote) ou 
de la region d'encapsidation (remplacement par une region d'encapsidation 
heterologue, par exemple de type VL30) (voir les demandes fran9aises 94 08300 
et 97 05203). 

15 Un vecteur adenoviral convient tout particulierement pour re?q>resdon de 

Tactivateur transcriptionnel envisage dans le cadre de la presente inventioiL On 
aura de preference recours a un vecteur defectif ayant Tune des caracteristiques 
precitees. En particulier, les vecteurs adenoviraux recombinant (portant la cassette 
d'expression inductible du gene d'interet) et independant (portant la cassette 

20 d'expression de I'activateur transcriptionnel) sont de preference tous deux 
deficients pour la fonction £1 par deletion de tout ou partie de la region £1 ou 
mutation non fonctioimelle. Le cas echeant. Tun ou Tautre ou les deux peuvent 
etre en outre deficient(s) pour au moins Tune des fonctions £2, E4, LI, L2, L3, L4 
et/ou L5. De meme, une deletion de tout ou partie de la region £3 peut etre 

25 envisagee pour Tun ou les deux vecteurs. 

Selon un mode de realisation avantageux, les vecteurs viraux (vecteur 
adenoviral recombinant et, le cas echeant, ledit vecteur viral independant) faisant 
peutie du systeme d'expression selon 1' invention peuvent etre sous la forme de 
vecteur ADN ou de particule virale infectieuse. 



wo 00/1 2741 PCT/FR99/020S] 

-27- 



La presente invention concerae egalement un vecteur adenoviral 
recombinant coraprenant 

(i) ies sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
placees sous le controle des elements de regulation appropries a leur 

5 expression dans une cellule ou un orgsmisme bote, et 

(ii) un gene d'interet place sous le controle d'un promoteur inductible 
susceptible d'etre active en trans par ledit activateur transcriptionnel. 
Le vecteur adenoviral recombinant selon I'invention peut coder pour un 

activateur transcriptionnel ayant Ies caracteristiques definies auparavant qui, sous 
10 forme aaive par un inducteur tel que decrit precedemment, a la capacite d'initier 
ou d'activer la transcription d'un gene controle par un promoteur inductible 
comprenant une sequence dble specifique dudit activateur transcriptionnel telle que 
decrite ci-dessus. 

De maniere alternative, le vecteur adenoviral recombinant selon I'invention 
15 peut coder pour un activateur transcriptionnel procaryotique et, notamment, un 
polypeptide comprenant un DLL et un domaine de liaison a I'ADN derive d'un 
represseur de Poperon tetracycline (tetR) et un domaine d'activation de la 
transcription quelconque. II s'agit de preference du polypeptide designe dans la 
Ihterature «trans-activateur tetracycline)) tTA (Gossen et Bujard, 1992, Proc. Nati. 
20 Acad, Sci; USA 89, 5547-55 1) dans lequel le tetR isole du transposon TnlO est 
fiisionne en phase aux 130 acides amines C-terminaux de la protfine virale VP 16. 
Dans ce cas, on mettra en oeuvre un inducteur non naturel activant le tTA, tel que 
la doxycycline, la tetracycline ou un analogue agoniste. Bien entendu, les 
caracteristiques de la cassette d'expression inductible du gene d'interet sont Ies 
25 memes que precedemment, mis a part la presence d'une ou plusieurs sequence(s) 
cible(s) rq)ondant a Tactivateur transcriptionnel procaryotique. S'agissant de tTA, 
la sequence cible est constituee par Toperateur tetracycline (tetO). Dans le cadre 
de la presente invention, on prefere tout particulierement la combinaison "tet O - 
promoteur minimal" donnant lieu a un promoteur dont le niveau de base de la 
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transcription est natureliement tres faible mais activable par I'inducteur tTA et 
repressibie par la tetracycline. 

D n'est pas necessaire de revenir sur le squelette du vecteur adenoviral 
recombinant selon I'invention dans la mesure ou il repond aux caracteristiques deja 
5 mentionnees. 

La presente invention conceme egalement une particule virale infectieuse 
comprenant un vecteur adenoviral recombinant selon I'invention. 

Les techniques de prep£iration des vecteurs adenoviraux sont largement 
documentees dans la litterature. Dans un premier temps, le genome est reconstitue 

10 par recombinaison homologue dans la lignee 293 (voir notamment Graham et 
Prevect, 1991, Methods in Molecular Biology, Vol 7, Gene Transfer and 
Expression Protocols ; Ed E. J, Murray, The Human Press Inc, Clinton, NJ) ou 
dans Escherichia coli (Chartier et al., 1996, J. Virol. 70, 4805-4810 ; 
WO96/17070). n est ensuite necessaire de propager le vector afin de constituer 

15 un stock de particules virales le contenant. On utilise a cet efiet des lignees de 
complementation foumissant en trans les produits d*expression viraux pour 
lesquels le vecteur est defectif. Par exemple, les vims deletes de El peuvent etre 
propages dans la lign6e 293, etablie a partir de cellules de rein embryonnaire 
humain (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72). Pour ce qui est des 

20 vectairs de seconde generation, on peut avoir recours a des lignees complementant 
deux fonctions virales essentielles, telles que celles decrites par Yeh et al. (1996, 
J. Virol. 70, 559-565), Krougliak et Graham (1995, Human Gene Therapy 6, 1575- 
1586), Wang et al. (1995 Gene Therapy 2, 775-783), Lusky et al. (1998, J. Virol. 
72, 2022-2033) et dans les demandes intematiomdes W094/28152 et 

25 WO97/04119. Une autre alternative repose sur Temploi d'un element viral 
supplementaire, designe "virus auxiliaire" pour complementer au moins en partie 
les fonctions defectives d'un vecteur adenoviral recombinant. Les virus auxiliaires 
de Tart anterieur consistent en un genome adenoviral, eventuellement delete d'une 
region essentieile pour laquelle le vecteur recombinant ne necessite pas de 
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complementation. 

L'invention conceme egalement un precede de preparation d*une particule 
virale, selon lequel : 

(i) on introduit un vecteur adenoviral recombinant selon l'invention dans 
5 une cellule de complementation capable de complementer en trans 

ledit vecteur, de maniere a obtenir une cellule de complementation 
transfectee, 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre la production de ladite 

10 particule virale, et 

(iii) on recupere ladite particule virale dans la culture cellulaire. 

Bien entendu, la particule virale peut etre recuperee du sumageant de 
culture mais egalement des cellules, Une des methodes couramment employee 
consiste a lyser les cellules par des cycles consecutifs de congelation/decongelation 

15 pour recueillir les virions dans le sumageant de lyse. Ceux-ci peuvent Stre amplifies 
et purifies selon les techniques de Tart (procede chronMitographique, 
ultracentrifiigation notamment a travers un gradient de chlorure de cesium., 

La presente invention conceme egalement une cellule eucaiyote 
comprenant un systeme d'expression inductible, un vecteur adenoviral recombinant 

20 selon l'invention ou infectee par une particule virale selon l'invention. Aux fins de 
la presente invention, une telle cellule est constituee par toute cellule transfectable 
par un vecteur ou infectable par une particule virale, tels que definis d-avant. Une 
cdlule de manfimifere et notamment humaine convient tout particulierement. II peut 
s'agir d'une cellule primaire ou tumorale d'une origine quelconque, notamment 

25 hematopoi'etique (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, monocyte ou 
macrophage...), musculaire (cellule satellite, myocyte, myoblaste, muscle lisse...), 
cardiaque, pulmonaire, tracheale, hepatique, epitheliale ou fibroblaste. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique un systeme d'expression inductible, un vecteur adenoviral 
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recombinant, une particule virale ou une cellule bote selon Tinvention en 
association avec un vehicule acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Une composition selon I'invention est plus particulierement destinee au 
traitement preventif ou curatif de maladies par therapie genique (y compris 
5 immunotherapie) et s'adresse plus particulierement aux maladies proliferatives 
(cancers, tumeurs, dysplasies...etc), aux maladies infectieuses et notamment viraies 
(induites par les virus de I'hepatiteB ou C, le HIV, Therpes, les retrovirus,,.. etc), 
aux maladies genetiques (mucoviscidose, myopathies, hemophilic, diabete...) et aux 
maladies cardiovasculaires (restenose, ischemic, dislipidemie.,.). 

10 Une composition selon Tinvention pent etre fabriquee de maniere 

conventionnelle en vue d*une administration par voie locale, parenterale ou 
digestive. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement efiBcace de 
Tagent therapeutique ou prophylactique a un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. Les voies d'administration envisageables sont multiples. On peut 

15 citer par exemple la voie intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, 
intramusculaire, intraveineuse, intraarterielle, intraperitoneale, intratumorale, 
intranasale, intrapulmonaire ou intratracheale. Pour ces trois demiers modes de 
realisation, une administration par aerosol ou instillation est avantageuse. 
L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois 

20 apres un certain delai d'intervalle. La voie ^administration et les doses de virus 
appropriees varient en fonction de divers parametres, par exemple, de Pindividu, 
de la pathologic, du gene d'interet a transferer, de la voie d' administration. A titre 
indicatii^ les preparations a base de particules >m-ales peuvent etre formulees sous 
forme de doses comprises entre 10^ et 10^* ufp (unites formant des plages), 

25 avantageusement 10^ et 10^^ ufp et, de preference, 10^ et 10^*^ ufp, Lorsque Ton 
met en oeuvre un ou des vecteur(s), des doses comprenant de 0,01 a 100 mg 
d'ADN, de preference 0,05 a 10 mg et, de maniere tout a fait preferee, 0,5 a 5 mg 
peuvent etre envisagees. 
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La formulation peut egalement inclure un diluant, un adjuvant ou un 
excipient acceptable d*un point de vue pharmaceutique, de meme que des agents 
de solubilisation, de stabilisation, de preservation. Une composition preferee est 
sous forme injectable. Elle peut etre formuiee en solution aqueuse, saline 
5 (phosphate, monosodique, disodique, magnesium, potassium..,.) ou isotonique, 
Elle peut etre presentee en dose unique ou en multidose sous forme liquide ou 
seche (poudre, lyophilisat...) susceptible d'etre reconstituee de maniere 
extamporanee par un diluant approprie. 

La presente invention est egalement relative a liitilisation therapeutique ou 

10 prophylactique d'un systeme d'expression inductible, d'un vecteur adenoviral 
recombinant, d'une particule virale ou d'une cellule bote selon I'invention pour la 
preparation d'un medicament destine au transfert et a T expression dudit gene 
d'interet dans une cellule ou un organisme bote et, en particulier, au traitement du 
corps humain ou animal par thdrapie genique. Selon une premiere possibilite, le 

15 medicament peut etre administre directement in vivo (par exemple par injection • 
intraveineuse, dans une tumeur accessible, dans les poumons par aerosol, dans le 
systeme vasculaire au moyen d'une sonde appropriee...). On peut egalement 
adopter Tapproche ex vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules 
souches de la moelle osseuse, lymphocytes du sang penpherique, cellules 

20 musculaires...), de les transfecter ou infecter in vitro selon les techniques de Tart 
et de les readminister au patient apres une etape d'amplification eventuelle. La 
prevention et le traitement de nombreuses pathologies peuvent 6tre envisages. Une 
utilisation pr6feree consiste k traiter ou prevenir les cancers, tumors et maladies 
resultant d'une proliferation cellulaire non desiree. Parmi les applications 

25 envisageables, on peut citer les cancers du sein, de I'uterus (notanmient ceux 
induits par les papillomas virus), de la prostate, du poumon, de la vessie, du foie, 
du colon, du pancreas, de I'estomac, de I'oesophage, du laiynx du systeme nervaix 
central et du sang (lymphomes, leucemie etc...)- die est egalement utile dans le 
cadre des maladies cardiovasculaires, par exemple pour inhiber ou retarder la 
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proliferation des cellules de muscles lisses de la paroi vasculaire (restenose). Enfin 
pour ce qui est des maladies infectieuses, T application au SID A peut etre 
envisagee. 

L'invention s'etend egalement a une methode pour le traitement des 

5 maladies par therapie genique, caracterisee en ce que Ton administre a un 
organisme ou a une cellule bote ayant besoin d'un tel traitement un systeme 
d'expression inductible, un vecteur adenoviral recombinant, une particule virale ou 
une cellule bote selon l'invention. 

Enfin, rinvention conceme egalement un activateur transcriptionnel 

10 comprenant un DLL et un domaine de trans-activation derive d'un recepteur 
steroidien et un domaine de liaison a T ADN heterologue, notamment derive de la 
proteine de levure Gal4, Un tel activateur transcriptionnel est obtenu en echangeant 
par les techniques de biologic moleculaire le domaine de liaison i I'ADN du 
recepteur steroidien par celui de Gal4 (en particulier porte par les residus 1 k 74). 

15 Un hybride ER^ ou GR***^'^ et Gal4 est tout a feit prefere. 

On indique que Tensemble des denominations utilisees dans la presente 
demande sont conventionnelles dans le domaine de Tait et que la portee inclut 
aussi les equivalents fonctionnels, c*est a dire tout polypeptide, domaine, gene, 
compose obtenu par modification d'un polypeptide, domaine, gene, compose natif 

20 et presentant une activate de meme nature, voire sensiblement augment6e. 

La Figure 1 est une representation schematique de la quantite de FIX 
produite 144 h apres transfeaion transitoire des cellules 293 par les plasmides 
pTG13064 (CMV-GR***^), pTG6242 (LTR MMTV-FDC, sens) et pTG13063 (LTR 
25 MMTV-FDC, anti-sens). 

La Figure 2 : Evaluation de I'efiFet Dose / Reponse Dexamethasone dans 
des cellules A549. L'infection des cellules est realisee avec une MOI = 50 avec 
AdTG13092 ou AdTG13088. L'induction par la dexamethasone est realisee en 
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faisant varier la concentration de 10"^ a lO'^M. 

La Figure 3 : Representation schematique des constructions AdTG13075, 
AdTG13088, AdTG13092 et AdTG13245. 

La Figure 4 (a, b, c et d) : Evaluation in vivo du systeme inductible Grdex 
5 / Dexamethasone avec les differentes constructions testees dans les souris 
C57B1/6. Les valeurs presentees sont les moyennes des valeurs mesurees dans 
chacune des souris traitees. 

La Figure 5 (a, b, c et d) : Evaluation in vivo du systeme inductible Grdex 
/ Dexamethsisone avec les differentes constructions testees dans les souris SCID. 
10 Les valeurs presentees sont les moyennes des valeurs mesurees dans chacune des 
souris traitees. 

La Figure 6 : Evaluation d'un effet Dose / Reponse Dexamethasone in vivo 
dans des souris SCBD. 

La Figure 7 : Representation schematique de vecteurs adenoviraux derivant 
15 du plasmide pTg6401 de premiere et de deuxieme generations. 

La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par les 
exemples suivants. 

EXEMPLES 

20 Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques 

generates de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et 
al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY ou une edition plus recente) ou selon les recommandations du 
fibricant lorsqu'on utilise un kit commercial. Les etapes de clonage sont realisees 

25 dans les souches E. coli 5K (hsdR, mcrA), DH5a [(recAl, endAl, hodR17 (r-m-), 
supE44 thi-1, gyrA (nab-)] ou NM522 (supE, thi, AOac-proAB), Ahsd5, (r-m-), (F* 
proAB, lad**, ZAMl 5) et celles de recombinaison homologue dans la souche E, 
coli BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580). S'agissant de la 
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reparation des sites de restriction, la technique employee consiste en un 
remplissage des extremites 5' protuberantes a I'aide du grand fragment de TADN 
polymerase I d'E, coli (Klenow, Boehringer Mannheim). Les fragments d'ADN 
sont purifies a I'aide du kit de purification d'ADN GeneCleanll^ (Bio 10 line). Par 

5 ailleurs, les fi-agments de genome adenoviral employes dans les diflferentes 
constructions decrites ci-apres, sont indiques precisement selon leur position dans 
la sequence nucleotidique du genome de I'AdS telle que divulguee dans la banque 
de donnees Genebank sous la reference M73260, 

En ce qui conceme la biologie cellulaire, on a recours aux lignees 

10 cellulaires 293 (Graham et al, 1977, supra ; disponible a I'ATCC sous la reference 
CRL1573), A549 E1+ (W094/28152), A549 (ATCC CCL-185) et Vero (ATCC 
CCL-81). H est entendu que d'autres lignees cellulaires peuvent etre utilisees. Les 
cellules sont maintenues en culture a 37°C en atmosphere humide enrichie a 5% de 
CO2 dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco BRL) 

15 complement^ avec 1 mM de glutamine, 1% d'acides amines (Gibco BRL), 40fig/l 
de gentamycine et 10% de serum de veau foetal (SVF, Gibco BRL). La transfection 
et la transduction des cellules est realisee selon les techniques de Tart (precipitation 
au phosphate de calcium...) 

20 EXEMPLE 1 : Construction d'un vecteur adenoviral co-exprimant 

T 

Factivateur transcriptionnel ER et le gene FIX regule par les 
sequences ERE. 

L'ADNc du gene sauvage ER est contenu dsms le plasmide pSGl-HEO 

25 (Tora et al., 1989, EMBO J. <5, 1981-1989). Le domaine de liaison aux oestrogenes 

T 

du recepteur ER (fragment BarnHL-Xbal) est remplace par celui du mutant ER 
(G521R) porte par le fragment Noil-Xbal de pCre-ER"^ (Feil et aL, 1996, Proc. 
Natl. Acad. Sd. USA 93, 10887-10890). Les sequences ER^ sont inserees dans le 
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site EcoBl du vecteur de transfert pTG6600. A titre indicatif, pTG6600 est un 
vecteur p polyll (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201) dans lequel sont insertes 
les sequences Ad5 1 a 458, le promoteur precoce CMV, les sequences d'epissage 
hybrides trouvees dans le plasmide pCI (Promega Corp, comprenant le site 
5 donneur d'epissage de l*tntron 1 du gene p-globine humaine et le site accepteur 
d'epissage du gene d'immunoglobuline de souris), les sequences de 
polyadenylation du virus SV40 et les sequences Ad5 3328-5788, Une telle 
construction est a la portee de Thomme de Tart. Le vecteur ainsi obtenu pTG6237 
contient la cassette d'expression CMV-ER^ presente dans la region El. La 
10 construction finale designee pTG6246 est reconstituee par recombinaison 
homologue (Chartier et al., 1996, J. Virol. 70, 4805^810) entre le fi-agment Pac/- 
Bst En isole du vecteur precedent et pTG4656 linearise par C/al. Ce dernier est 
un plasmide adenoviral El' E3* contenant dans El le gene LacZ sous le controle 
du promoteur MLP (decrit dans la demande FR97 06757). Ainsi le genome 
15 adenoviral porte par pTG6246 comprend la cassette CMV-ER^ dans la region El 
et est delete de la region E3. 

L'ADNc du FIX humain (Anson et al, 1984, EMBO J. i, 1053-1060) est 
clone sous forme d'un firagment BarnHL isole d'un plasmide de I'art anterieur (par 
exemple decrit dans le brevet 88 14635) et insere en aval du promoteur minimal 
20 TK-HSV precede de la sequence ERE (Klein-Hitpass et al., 1986, Cell ^6,1053- 
1061). La cassette est introduite dans le site BgUl de pTG4664 en orientation sens 
et antisens (donnant respectivement pTG13227 et pTG13228). Le plasmide 
pTG4664 comprend les nucleotides 25838 a 320004 de VAd5 deletes des 
nucleotides 27871 a 30748 de la region E3, Une recombinaison homologue avec 
25 le plasmide pTG6401 digere par Sfrl (comportant le genome Ad5 delete des 
regions El et E3) permet de generer les vecteurs adenoviraux ET E3' portant la 
cassette inductible ERE/TKp-FIX en orientation sens et antisens dans la region E3. 
La construction sens (correspondant au sens de transcription de E3) est denommee 
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pTG13235 et la constmction anti-sens pTG13236. 

Les vecteurs doublement recombinants contenant les cassettes d' expression 
CMV-ER^ et EREAXp-FIX a la place des regions El et E3 respectivement sont 
generes par recombinaison homologue entre les fragments portant la cassette 
5 inductible FIX isoles des vecteurs pTGl 3227 et pTGl 3228 et le vecteur pTG6246. 
On obtient pTG13233 et pTG13234 selon Torientation de la cassette inductible. 

EXEMPLE 2 : Construction d'un vecteur adenoviral co-exprimant 
Tactivateur transcriptionnel GR^*^ et le gene FIX regule par 
10 les sequences GRE. 

L'ADNc du recepteur GR"*^^ porte par le fragment EcoBl (2,7Kb) du 
plasmide pHGl (Kumar et al., 1987, Cell 57, 941-951) est clone dans le site EcoBl 
du vecteur pTG6600, pour donner pTG13064. Le vecteur adenoviral pTG13075 
1 5 contenant la cassette d'expression CMVp-GR^^'^ en remplacement de la region El 
et delete de la majorite de la region E3 est obtenu par recombinaison homologue 
entre le fragment Pacl-Bst EH isole du vecteur precedent et pTG4656 linearise par 
Clal, 

Le fragment BamHi contenant T ADNc du FIX humain est insere en aval 
20 du LTR de MMTV contenant la sequence GRE (Cato et al., 1986, EMBO J. 5, 
2237-2240). La cassette est ensuite introduite en orientation sens et antisens dans 
le site Bgtil de pTG4664 bordant les sequences E3 deletees. Les vecteurs de 
transfert sont designes pTG6242 (sens) et pTG13063 (anti-sens). Une 
recombinaison homologue avec le plasmide pTG6401 digere par 5^1 (comportant 
25 le genome adenoviral delete des regions El et E3) permet de generer les vecteurs 
adenowaux El" E3' portant la cassette inductible LTR MMTV-FDC en orientation 
sens et antisens dans la region E3. La constmction sens (identique au sens de 
transcription de E3) est denommee pTG13082 et la construction anti-sens 
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pTG13088. 

Une recombinaison homoiogue avec le plasmide pTG13075 peimet de 
generer les vecteurs adenoviraux El" E3" portant la cassette inductible LTR 
MMTV-FIX en orientation sens et antisens dans la region E3 et la cassette CMV- 
5 GR dans la region El . La construction sens (identique au sens de transcription 
de E3) est denommee pTG13083 et la construction anti-sens pTG13092 (sens de 
transcription inverse pour les cassettes FIX et GR^*^). 

EIXEMFLE 3 : Construction d'un vecteur adenoviral co-exprimant 
10 Factivateur transcriptionnel VgEcR et le gene FIX reguI6 par 



Le plasmide pVgRXR (In Vitrogen) comprend les deux sous-unites 
composant Tactivateur transcritionnel activable par Tecdysone ou son analogue 

15 muristerone A. La prenuere est composee du recepteur de I'ecdysone (VgEcR) 
modifie au niveau de trois acides amines du domaine de liaison a T ADN de fii^on 
a obtenir une sequence analogue a celle du recepteur GR et fiisionne en phase au 
domaine de trans-activation de VP 16 et la seconde du recepteur de I'acide 
retinoique humain RXR (No et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci, USA Pi, 3346- 

20 3351). Les deux ADNc codant pour VgEcR et RXR diriges par les promoteurs 
CMV et RSV respectivement sont modifies par introduction d'un intron en 5' des 
. sequences codantes (intron de pCI pour CMVp- VgEcR et intron P-globine de 
lapin pour RSVp-RXR) et sont introduits dans ia region El d'un vecteur 
adenoviral selon la technique precedente. 

25 Les sequences codant pour le FIX humain sent introduites en aval d'un 

promoteur inductible comprenant la sequence cible 5xE/GRE couplee au 
promoteur minimal Ahsp (pIND ; In Vitogen). Comme precedemment, la cassette 
est introduite dans les deux orientations dans le site BglU de pTG4664. La 



les sequences 5zE/GRE. 
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recombinaison homologue avec pTG6401 digere par Sfrl permet de generer les 
plasmides portant ia cassette inductible dans la region E3 en orientation sens ou 
anti-sens. 

On obtient le vecteur adenoviral doublement recombinant par 
5 recombinaison homologue avec le vecteur de transfert contenant les sequences 
VgEcR et RXR. 

EXEMPLE 4 : Production des adenovirus* 

10 Les vecteurs adenoviraux recombinants contenant les cassettes 

d'expression des activateurs et/ou du FIX sont liberes des plasmides 
correspondants(pTG13083, pTG13092, pTG13233, pTGl 3234...) par digestion 
Pad avant d'etre transfectes dans la lignee de complementation 293, Le lysat 
cellulaire est recolte, soumis a trois etapes successives de 

15 congelation/decongelation afin de liberer les particules virales puis clarifie par 
centrifiigation a 3500 rpm pendant 5 min. Les virions presents dans le sumageant 
peuvent etre eventuellement amplifies par passage sur une lignee permissive (293 
ou A 549-E1+) et purifies sur gradi^t de diiorure de cesium selon les tediniques 
de Tart. Le stock adenoviral est dialyse dans un tampon de formulation approprie 

20 tel que decrit dans WO98/02522 (par exemple saccharose IM, NaCl 150 mM, 
MgCb ImM, Tris-HCl 10 mM et Tween 80 0,1%). Le titre ^a^al est determine en 
unit& infecti^ises par dosage de la prot&ne DBF par immunofluorescence (Lusky 
et al., 1998, J, Virol. 72, 2022-2032) ou en nombre de particules virales par mesure 
spectrophotometrique a 260 nm. 

25 Un vecteur controle est construit en inserant 1' ADNc du facteur IX humain 

sous le controle du promoteur CMV isole du plasndde pCI (Promega). La cassette 
d'expression constitutive est introduite dans la region E3, donnant pTG1323 1 
(orientation sens) et pTG13232 (orientation anti-sens). Les virions sont produits 
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selon la meme methodologie que ci-dessus. 

Une recombinaison homologue entre les plasmides pTG13231 et 
pTG13232 et le plasmide pTG6401 linearise par Srfi permet d'obtenir 
respectivement les plasmides pTG13244 et pTG13245 portant la cassette 
5 d'expression constitutive CMV-FIX en orientation sens et antisens dans la region 
E3, 

EXEMPLE 5 : Evaluation in vitro du systeme inductible par GR*'". 

10 Les vecteurs de transfert pTG13064, pTG6242 et pTG13063 portant 

respectivement les cassettes CMV-GR'*^^ LTR MMTV-FDC (sens) et LTR 
MMTV-FIX (anti-sens) sont transfectees de maniere transitoire dans les cellules 
293 (5}ag d'ADN pour 10^ cellules). En outre, le plasmide pTG13064 est co- 
transfecte avec soit pTG6242 ou pTG13063. Les cultures sont poursuivies en 

15 pr&ence de dexamethasone (10"^ M) ou en son absence. Les sumageants 
cellulaires sont pr61eves 48, 96, 120 et 144 heures apres transfection et la quantite 
de FIX produite est determinee par ELIS A (kit Asserachrora ; Diagnostica Stago). 
Les resultats present^s dans la Figure 1 montrent une induction de la production 
de FIX en presence de I'activateur GR***^ active par la dexamethasone. Le 

20 r^cepteur exprime par pTG13064 est done fonctionnel dans la mesure ou a I'etat 
active (en presence de dexamethasone), ii peut se fixer sur les motifs GRE du 
MMTV et induire la transcription du gene FIX. L'activite basale du systeme est 
tres &ible. En effet, la quantite de FIX produite en Tabsence de dexamethasone ou 
de pTG13064 est faible, voire negligeable. 

25 La cinetique d'expression du FIX en fonction du temps montre que le 

niveau de production maximal est atteint 120 h apres la transfection. Au dela, la 
concentration stagne ce qui peut s'expliquer par Tetat des cellules (a confluence) 
et un appauvrissement du milieu et probablement en dexamethasone. 
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L-efEcacite du systeme a egalement ete evalue par infection adenovirale en 
presence de dexamethasone ou non. Les cellules hotes non pemussives Vero ou 
A549 sont infectees par les virions AdTG13083 ou AdTG13092 poitant les 
cassettes CMV-Gr"- et MMTV-FDC (sens pour le premier virus et anti-sens pour 
le second) ou co-infectees par les adenovirus AdTG13075 (CMV-GR*'"^ et 
AdTG13082 (MMTV-FIX sens) ou AdTG13088 (MMTV-FIX anti-sens). On 
utilise une MOI (multiplicite d'infection) de 100 pour les experiences d'infection 
et 50 pour chacun des virus dans les cas de co-infection. La quantity de FIX 
produite dans les sumageants de culture est dosee par ELISA. 

Dans les cellules Vero, I'expression du FDC n'est quantifiable qu'apres 
infection par les virions AdTG13092 portant les deux cassettes et en presence de 
I'inducteur. Ancune induction n'a lieu en absence de dexamethasone ou du 
r&epteur GR"" U est a noter que ces cellules n'expriment pas le GR sauvage. 

En ceUule A549. le FIX est produit en presence de dexamethasone dans les 
ceHuIes infectees par AdTGI3088 ou AdTG13092. D est a noter que ces cellules 
expriment le GR sauvage. Cependant le niveau de FJX est difiere dans le temps en 
I'absence de GR*^ (virion AdTGl3088). 

En conclusion, le systeme inductible mettant en oeuvre le recepteur GR"" 
et la dexamethasone est fonctionnel dans les constructions dans lesqueUes la 
cassette inductible MMTV-FK est en orientation anti-sens (AdTGl3088 et 
AdTG13092). Par ailleurs. le systeme d'induction en cis (cassettes portees par un 
seul virus) est sensiblement plus productif qu'un systdme en trans mettant en 
oeuvre deux virus, notamment dans les cellules Vero. 

Par ailleurs, I'^tude a ete reproduite en feisant varier les MOI. Les cellules 
Vero sont infectees par le virus AdTG13092 a une MOI de 10, 50 ou 100. A titre 
de contrdle, on utilise l'AdTG13075. Le dosage du FIX est effectue 48 et 72 h 
apres I'infection. On observe une production de FIX quelque soit la MOI 
employee, mais le niveau optimal d'expression est obtenu pour une MOI de 50. 
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On a egalement fait varier la concentration en inducteur de 10'^ a 10*^ M. 
A forte concentration, la dexamethasone s'av^re cytotoxique se traduisant par une 
moindre expression du HX. A faible concentration (10"^ M et au dela), Finduction 
n'est pas efficace. L'optimum se situe i 10'^ M. 
5 Une analyse de Teffet « dose-reponse » plus detaillee a ete conduite en 

faisant varier la concentration en Dexamethasone de 10"^ a 10''' M. Cette etude a 
ete realisee en cellules A549 exprimant le recepteur GR sauvage. Une activation 
peut par consequent avoir lieu par le biais de ce recepteur activable par la 
Dexamethasone. En realite. on observe pour une concentration en Dexamethasone 

10 de 10-« M. que Texpression du Facteur IX ne peut etre induite qu'apres infection 
par le vecteur AdTG13092 codant pour le recepteur modifie GR**". Cette 
concentration est ailleurs trop faible pour permettre Tactivation du recepteur GR 
endogene (Figure 1), Par consequent, nous avons montre que Tinduction du gene 
rapporteur peut se faire de fa9on controlee et selective, y compris en presence du 

15 recepteur GR sauvage, en utiUsant des doses de ligand plus faibles. Get aspect est 
important en vue d'applications in vivo, conditions naturelles pour lesquelles le 
recepteur GR sauvage est exprime. 



20 



EXEMPLE 6 : Evaluation in vivo du systeme inductible par GR**". 



Le virus AdTG13092 est injecte par voie intraveineuse a des souris 
immunocompetentes C57B1/6 a raison de 4x10^ ou 8x10^ ui. La dexamethasone 
est administree aux animaux par voie intraperitoneale a une concentration de 100 
^g pendant 3 jours consecutifs (a JO, Jl et J2). Les serum sont preleves 
25 regulierement a partir du 3ieme jour suivant Tinfection et la quantite de FIX 
produite est evaluee par ELIS A On observe dans ces conditions une production 
significative de FDC. 
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EXEMPLE 7 : Evaluation in vivo du systeme inductible GR'*^'' dans des 
souris immunocompetentes, 

Les virus AdTG13092, AdTGl 3088 et AdTGl 3245 sont injectes par voie 
intraveineuse a des souris immunocompetentes C57BI/6 a raison de 5X10^ iu. Les 
virus AdTGl 3088 et AdTG13075 (Figure 3) sont egalement co-injectes a raison 
de 5X10^ iu chacun. 

La phase d'induction est realisee en injectant par voie intraperitoneale 
100 (xg de Dexamethasone pendant 3 jours consecutifs (a J0-J1-J2, J21-J22-J23 
et J42-J43-J44). 

Les serums des souris traitees sont preleves a dilfferents temps afin 
d*evaluer la production du Facteur EX par la technique ELISA. 
Les resultats (Figures 4a, b, c et d) montrent que : 

- Texpression du gene rapporteur Facteur IX est induite par la 
Dexamethasone aussi bien apres injection du vecteur AdTG13092 
contenant la cassette d'expression du trans-activateur GR**" ainsi que 
la cassette inductible MMTV-FIX, qu'apres co-injection de deux 
vecteurs portant chacun Tune de ces cassettes d'expression ; 

- Texpresaon du FIX est ^alement induite par la Dexamethasone apres 
injection du vecteur AdTG13088 seul. Dans ce cas, le niveau 
d'expression du FIX reste stable au cours des trois inductions. Cette 
induction est realisee par le biais du recq}teur GR sauvage, exprime par 
les cdlules murines et activable par la Dexamethasone. Neanmoins, on 
peut noter qu'a la premiere induction, le niveau d'expression du FIX 
est 10 fois inferieur a celui obtenu dans le cas des souris exprimsint le 
recepteur modifie GR**** ; 

- aucune expression n'est detectee en absence de Dexamethasone, quel 
que soit le vecteur injecte. On peut valablement en conclure que les 
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quantites de glucocorticoides endogenes sont trop feibles pour 
permettre Tactivation du promoteur MMTV via le recepteur GR 
sauvage ; 

- en presence du receptair modifie GR*", le niveau d'expression du FDC 
5 est comparable au promoteur constitutif CMV. 

£X£MPL£ 8 : Evaluation in vitro du systeme inductible par GR*'^' dans des 
souris immunodeficientes. 

10 Les virus AdTG13092, AdTG13088 et AdTG13245 (voir Figure 3) sont 

injectes par voie intraveineuse a des souris immunodeficientes scid/scidk raison de 
5X10* iu. Les virus AdTG13088 et AdTG13075 sont egalement co-injectes a 
raison de 5X10* iu chacun. L'induction est realisee en injectant par voie 
intrapeiitoneale 100 |ig de Dexamethasone pendant 3 jours cons^cuti& {k J0-J1-J2, 
15 J21-J22-J23 et J42-J43-J44). 

Les serums des souris sont preleves a .diSereiits temps afin d'evaluer la 
production du FIX par la technique ELIS A 

Les resultats (Figures 5a, b, c et d) sont comparables a ceux observes dans 
le cas de souris immunocompetentes : 
20 - I'expression du FIX est induite apres injection de Dexamethasone chez 

les souris exprimant le recepteur modifie OR"*" (injection AdTG13092 
ou AdTG13088+AdTG13075). Le niveau d'induction chute d'un log 
apres la deuxieme et la troisieme injections de ligand, puis reste stable 
pendant la duree de I'experience (7 mois). Les niveaux d'induction sont 
25 comparables en cis (injection d'un vecteur adenoviral unique) et en 

trans (injection de deux vecteurs adenoviraux) ; 
I'expression du FIX est induite par la Dexamethasone apres injection 
du vecteur AdTG13088, par le biais du recepteur GR sauvage. Le 
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niveau d'induction est stable au cours du temps ; 

- aucune expression basale du FIX n'est detectee en absence de 
Dexamethasone, quel que soit le vecteur injecte ; 

- le niveau d'induction en presence du GR'« est comparable a 
Texpression du gene Hee au promotair constitutif CMV (du moins lors 
de la premiere induction) ; 

- des etudes complementaires ont permis de montrer la presence de 
TADN viral par Southern blot, ainsi que Fexpression du GR^*^ par 
Northern blot, apres injection du vecteur AdTG13092 ou AdTG13075 
(au moins jusqu'a 56 jours apres injection des vecteurs adenoviraux). 

EXEMPLE 9 : Evaluation d'une dose-reponse in vivo dans des souris 
immunodeficientes.. 



Les vecteurs AdTG13092 et AdTG13088 sont injectes par voie 
intraveineuse a des souris immunodeficientes scid/scid a raison de 5X10® iu. 
L'induction est reaUsee en injectant par voie intraperitoneale 50 ou 5 |Lig de 
Dexamethasone pendant 3 jours consecutifs (i J0-J1-J2 et J21-J22-J23). Les 
serums sont preleves a difF^rents temps afin d'evaluer la production du FIX par 
20 ELISA 

Des etudes prealables ont permis de montrer que I'injection de 3X100 ^g, 
3X50 ^ ou 3X20 ^g de Decamethasone penmet d'obtenir des niveaux d'induction 
equivalents. Dans cette etude, les inventeurs ont identifie une dose de Ugand 
pennettant d'activ^ Fexpression du gene r^porteur via le recepteur modifie GR**« 
25 apporte par un vecteur adenoviral (AdTG13092), mais incapable d'activer cette 
e»cpression par le biais du GR endogene (injection AdTGl3088). 

L'mjection de 3X5 ^.g de Dexamethasone perrnet d'activer regression du 
FDC en presence du GR**"^, mais est incapable d'activer cette expression par 
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I'intermediaire du GR endogene (Figure 6). Cette dose permet par consequent 
d'activer Texpression du transgene de fa9on controlee et selective, meme en 
presence du recepteur sauvage. 

5 £X£MPL£ 10 : Mise au point d'un systeme d'expression inductible capable 
de prevenir le developpement d'une reponse immunitaire 
apres administration in vivo de vecteur adenoviral. 

Les vecteurs adenoviraux representent un systeme de choix pour fransferer 
10 un gene therapeutique chez un patient. Cependant, rexpression du transgene est 
generalement transitoire. Pour cette raison, il est necessaire de repeter les 
administrations du vecteur adenoviral afin d'assurer une expression prolongee du 
gene therapeutique. Malheureusement, une premiere injection d'adenovirus 
entraine frequemment le developpement d'une reponse immunitaire qui empeche 
15 toute nouvelle administradon. Dans le cadre de la presente invention, les inventeurs 
ont developpe une nouvelle approche reposant sur Texpression d^une molecule 
inmiunosuppressive capable d'empecher la mise en place de cette reponse 
immunitaire anti-adenovirus. Pour cela, les inventeurs ont insere le gene codant 
pour rinterleukine-10 (IL-10) dans un systeme d'expression inductible porte par 
20 un vecteur adenoviral. L'expression regulee et controlee de TEL-IO permet ainsi 
la mise au point de protocoles pour lesquels la readministration de vecteurs portant 
le gene therapeutique est possible. 

a) Implication de la reponse immunitaire dans la persistance des adenovirus 
25 recombinants 

- Reponse inmiunitaire celiulaire : 
Vecteur delete des regions EI et E3 
importance de la reponse immunitaire a ^te mise en evidence lors 
d'experiences realisees dans des souris immunocompetentes ou immunodeficientes 
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(Yang Y., F. A. Nunes, K. Berencsi, E. E. Furth, E. Gonczol and J. M. WHson. 
1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91 :4407-4411). Ainsi, Texpression du gene 
rapporteur lacZ est transitoire apres injection du vecteur adenoviral dans des souris 
immunocompetentes, mais stable dans des souris immunodeficientes. Ces etudes 
5 suggerent done que les cellules transduites sont detruites par les lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL), En outre, U a ete montre que la generation des CTL est 
induite par les particules virales injectees, et non seulement par les proteines viraies 
neo-synthetisees. 



1 0 Vecteur delete des reports El, E3 et E4 ou E2a 

Les deletions des r6gions E4 ou E2a font disparaitre toute expression 
residuelle de proteine virale. Toutefois. la toxicite n'est pas diminuee en eliminant 
la region E2a, Par contre la deletion de la region E4 conduit a une diminution 
significative de la toxicite hepatique apres injection intraveineuse. Malgre une 

1 5 persistance de I' ADN, Fexpression du transgene est toutefois souvent reduite de 
fa^on importante. 



- Reponse immunitaire humorale 

Plus de 85% de la population mondiale est immunisee contre Tadenovirus 
20 et possede des anticorps anti-adenovirus diriges contre les serotypes 2 ou 5. Si 
aucune re-infection ne se produit, le titre en anticorps neutralisants chute pour 
atteindre un niveau indetectable au bout de 2 ans. Ces anticorps peuvent empecher 
la fixation du virus sur le recepteur membranaire et sa translocation dans le 
cytoplasme. 

Quelles que soient les deletions du genome adenoviral, le systeme 
immunitaire humoral est susceptible de reconnaitre les proteines de la capside virale 
et de produire des anticorps neutralisants anti-adenovirus. Des strategies 
d'immunosuppression sont done requises pour permettre une readministration. 
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b) Strategic d* immunosuppression de la reponse immunitaire humorale 
L'interleukine-10 est connue pour avoir des proprietes 
immunosuppressives et a montre des resultats prometteurs dans le cas des rejets 
de greffe et dans des traitements anti-inflammatoires. L'BL-IO est secretee par de 
5 nombreuses cellules (monocytes / macrophages, cellules T, cellules B apres 
activation par un antigene) et a de nombreuses cellules cibles (dont les monocytes 
/ macrophages, les ceUules B, les cellules T, les neutrophiles et les cellules 
endotheliales). EUe a un effet plei'otropique et possede des activites 
immunostimulatrices ou immunosuppressives selon le type cellulaire. Les 
10 interleukines-10 humaine et de rat sont tres homologues, 84 % d'homologie au 
niveau nucleotidique et 73% au niveau proteique. 

L'IL-10 a un efFet immunosuppresseur sur les monocytes/macrophages. 
EUe inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines, ainsi 
que Texpression du CMH de classe 11 et des molecules de co-stimulation. EUe 
15 limite aussi la duree de la reponse inflammatoire des granulocytes et des 
eosinophiles. 

A Toppose, riL-10 stimule la viabilite, la secretion d'anticorps et 
Texpression du CMH de classe n des lymphocytes B. EUe possede egalement un 
role de stimulation sur les mastocytes et sur les ceUules T CD8*. Globalement, TIL- 
20 10 a toutefois un trds fort efiFet immunosuppresseur. 

Les proprietes anti-inflammatoires et immunosuppressives de l'IL-10 
pounraient intervenir dans la suppression de la production d'anticorps neutralisants 
contre Tadenoviius recombinant. En effet, la co-injection d'adenowus codant pour 
i*IL-10 et pour la P-galactosidase empeche I'induction de la reponse immunitaire 
25 contre ie virus et la production de CTL, permettant ainsi. une expression prolongee 
du gene rapporteur . 

Cependant, une immunosuppression prolongee est assodee a des effets 
secondaires non negligeables il est done souhaitable d'obtenir une 
immunosuppression de fa^on transitoire et regulable. 
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c) Systeme inductible selon Tinvention 

Le systeme que nous avons developpe est base sur I'induction par les 
hormones. En effet, ceUes-ci vont se fixer sur leur recepteur nucleaire, constitue 
5 d'un domaine de fixation a I'hormone, d'un domaine de fixation a 1' ADN et d'un 
domaine de transactivatioa Apres changement conformationnel et fixation sur les 
elements cibles iocaHs6s au niveau de TADN, la transcription du gene situe en aval 
du promoteur regulable sera ainsi aaivee. Afin d'eviter toutefois Tactivation par 
les hormones endogenes, elements non controlables, les inventeurs ont choisi 
10 d'utUiser des recepteurs modifies au niveau du domaine de fixation a I'honnone. 
Ces recepteurs mutfe tels que les recepteurs aux oestrogenes ou a la progesterone 
sont capables de repondre a des ligands exogenes synthetiques, mais pas aux 
hormones endogenes. 

Les inventeurs ont developpe un systeme base sur le recepteur aux 
15 glucocorticoides modifie, GR**«, capable d'induire Texpression du transgene situe 
en aval des elements GRE (Glucocorticoid Responsive Element) apres activation 
par la dexam^thasone, mais pas par les glucocorticoides endogenes. Au cours de 
cette etude, difierents vecteurs adenoviraux exprimant I'lL-lO de fa^on inductible 
ont ete generes, afin d'evaluer leurs effets sur la reponse immunitau-e anti- 
20 adenovirus. 



d) Generation des vecteurs adenoviraux 

Tous les vecteurs adenoviraux derivent du plasmide pTg6401 comportant 
le genome de Tadenovims humain de type 5 delete des nucleotides 459 a 3327 
25 (region )E1) et des nucleotides 28 592 a 30 470 (region )E3). 

Insert en El : Le gene modifie GR***^ est introduit dans la region El du 
genome de I'adenovirus de type 5 par recombinaison homologue entre le plasmide 
pTg6401 et le plasmide de transfert contenant TADNc GR^^ sous controle du 
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promoteur CMV (Cytomegalovims), d'un intron chimerique (pCI, Promega) et 
d*un signal de polyadenylation du SV40. 

Insert en E3 : L' ADNc de TIL-IO de rat (Feng L., W.W. Tang, J.C. Chang 
5 and C.B. Wilson. 1993. Biochem. Biophys Res. Commun.. 192 :452-45) a ete 
obtenu par PGR inverse sur les ARNm totaux de cellules de rat au moyen des 
oligonucleotides OTG12237 (CTAGTCTAGA CCACCATGCT TGGCTCAGCA 
CTGCT=SEQ ID N° 1) et OTG12243 (TTTATAGCGG CCGCTCAATT 
TTTCATTTTG AGTG=SEQ ID 2), par 30 cycles de denaturation (1 minute 

10 a 95°C), hybridation des amorces (1 minute a 65°C) et extension (1 minute a 
72°C). L' ADNc est place en aval de 4 elements de reponse aux glucocorticoYdes 
GRE (Glucocorticoid Responsive Element) contenus dans le promoteur LTR du 
MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus). Cette cassette d'expression est 
introduite dans le plasmide de transfert delete de la region E3 dans Torientation 

1 5 anti-sens par rapport a la region E3 sauvage de Tadenovirus. 

Una recombinaison homologue de ce veaeur de transfert avec les vectairs 
adenoviraux Ad-GR**"" ou pTg6401 permet de generer respectivement soit un 
vecteur portant la cassette d'expression de ractivateur en El et ia cassette 
inductible en E3 en orientation antisens (Ad-GR****-MMTV/IL-10-E4 sauvage) soit 

20 un vecteur contenant uniquement la cassette d'induction en E3 (Ad-AEl- 
MMTV/IL10-E4 sauvage). 

L'ADNc de l'IL-10 de rat a egalement ete place sous controle du 
promoteur CMV. Cette cassette d'expression constitutive a ete inseree dans la 
region E3 de pTg640 1 en orientation antisens (Ad-AE 1 -CMV/IL 10). 

25 Toutes les constructions de deuxieme generation sont obtenues par 

recombinaison homologue entre le plasmide de transfert contenant les cadres de 
lecture 3 et 4 (ORF3,4) de la region E4 et les vecteurs de premiere generation 
precedents, 

L'ensemble des constructions de premiere et de deuxieme generations sont 



wo 00/12741 



-50- 



PCT/FR99/0205J 



illustrees dans la Figure 7. 

e) Evaluation de I'expression de TIL-IO in vitro 

Transfection transitoire dans des cellules 293 
5 Les cellules 293 sont transfectees par les plasmides de transfert contenant 

les cassettes d'expression de Tinterleukine-lO de rat en presence ou non de la 
cassette d'expression de Tactivateur GB^. Elles sont mises en culture en presence 
ou non de dexamethasone (10'^ M) en DMEM 10% SVF. Les sumageants sont 
preleves a differents temps afin d'analyser I'expression du transgene. 

10 

Validation in vitro des adenovirus recombinants dans des cellules A549 
etVERO 

Les cellules A549 et VERO sont ensemencees la veille a 3. 10^ cellules dans 
des plaques de 6 puits. Les cellules sont infectees a une MOI de 50 avec les 
15 differents prestocks viraux dans 250 ^l DMEM 2% SVF. Apres 30 minutes 
d'adsorption a 37^C, 3ml de DMEM 2% SVF sont rajoutes sur les cellules en 
presence ou non de dexamethasone lO'^M. Les sumageants sont preleves a 
differents temps afin d'analyser I'expression du transgene. 

20 Quantification de I ^expression de I IL-IO de rat par test EUSA (Emyme 

Linked Inununosorbent Assay) 

La detection de TIL-IO de rat est realisee a I'aide du kit OptELV™ 
(Pharmingen). Les kits sont utilises selon les specifications des fabricants, 

L'induction de TIL-IO par la dexamethasone a ete evaluee par transfection 

25 transitoire des plasmides de transfert dans des cellule 293. La capacite d' induction 
est analysee en co-transfectant le vecteur de transfert MMTV-ILIO avec le vecteur 
exprimant le trans-activateur GR**". La transfection du plasmide MMTV-ELIO seul 
indiquera le niveau d'expression de TIL- 10 en absence du trans-activateur. De plus, 
le niveau d'induction est compare a i'expression constitutive de I'lL-lO sous 
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cxjntrole du promoteur CMV, en transfectant egalement ce plasmi'de dans les 
cellules 293. L'induction est realisee en presence ou non de dexamethasone a une 
concentration de lO' M. Les sumageants de culture sont preleves 72 et 120 heures 
apres la transfection afin de quantifier l'IL-10 par kit ELISA , La co-transfection 
5 des plasmides MMTV-ILIO et GR**^ en presence de dexamethasone permet 
rinduction de TIL-IO (50 ng / ml a 120 H post-transfection). 

Les inventeurs ont demontre que Tapport du trans-activateur GR*^"^ et du 
ligand dexamethasone permet une induction de T expression de TIL- 10 sous 
controle du promoteur inductible MMTV. 

10 L'eflScacite d'induction de TIL-IO par la dexamethasone couplee au GR*^*^ 

a ete evaluee in vitro par infection des cellules humaines A549 et des cellules 
simiennes VERO avec les vecteurs Ad-MMTV-DLIO ± AdGR"*" ou Ad-GR**- 
MMTV-ILIO. Ces deux types d'infection permettent d'evaluer Tefficacite 
d*induction en trans ou en cis, Les cultures cellulaires sont realisees en presence 

15 ou non de dexamethasone 10'^ M. Les quantites d'IL-10 obtenues seront 
comparees a celle obtenues apres infection par Ad-CMVIL-10 exprimant cette 
cytokine de fa9on constitutive. D'autre part, I'induction de I'lL-lO est comparee 
a celle du fact^ IX humain insere dans les memes constructions, evalute in vitro 
au prealable, Les sumageants sont preleves a 24, 48, 72 et 96 heures post-infection 

20 afin de quantifier TEL- 10 et le facteur IX produits, au moyen de kks ELISA . 

En cellules VERO, 1' expression de PIL-IO est induite lorsque les cellules 
sont co-infectees par Ad-MMTV-ILIO + Ad-CMV-GR**" en presence de 
dexamethasone, pour atteindre 50,8 ng/ml 96 heures apres infection. En absence 
du ligand, TIL- 10 est a peine detectable (1,2 ng/mJ). Au contraire, en absence du 

25 trans-activateur GR*^, aucune induction significative de Texpression de TEL-IO ne 
peut etre notee (3 ng/ml en presence de dexamethasone, correspondant a 
I'expression residuelle obtenue en transfection transitoire ; 0,7 ng/ml en absence 
de dexamethasone). 

Les inventeurs ont done pu demontrer qu'en cellules VERO, I'expression 
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de riL-10 peut etre induite par la dexamethasone couplee au GR**^ en « trans », 
lorsque les deux cassettes d' expression sont portees par deux vecteurs adenoviraux 
difFerents. 

En cellules A549, fls ont egalement pu verifier la fonctionnalite du systeme 
inductible en « tram ». En efFet, la concentration en IL-10 atteint 32,3 ng/ml en 
presence de dexamethasone apres co-infection par les vecteurs Ad-MMTV-ILIO 
+ Ad-CMV-GR**. En absence de ligand, la cytokine est indetectable. L'expression 
de riL-10 est egalement induite par la dexamethasone apres infection par le 
vecteur Ad-MMTV-ILIO seul. Cette activation se fait par le biais du recepteur OR 
sauvage exprime par les cellules A549. 



# 
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REVENDICATIQNS 



1. Systeme d' expression inductible comprenant : 

(i) les sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
5 d'origine eucaryote ou yirale, placees sous le contrdle des Elements de 

regulation appropries a leur expression dans une cellule ou un organisme 
bote, et 

(ii) un vecteur adenoviral recombinant comportant un gene d'interet place 
sous le controle d'un promoteur inductible susceptible d'etre active en 

10 trans par ledit activateur transcriptionnel. 

2. Systeme d'expression selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
activateur transcriptionnel comprend au moins un domaine de trans-activation, un 
domaine de liaison a T ADN et un domaine de liaison au ligand (DLL), 

15 

3. Systeme d'expression selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit 
activateur transcriptionnel comporte tout ou partie d'un domaine derive d*un 
recepteur d'honndnes steroides choisi pamu le groupe constitue par les recepteurs 
oestrogene (ER), glucocorticoide (GR), progesterone (PR), Vitamine D, ecdysone 

20 (EcR), mineralocordcoide, androgene, hormone thyroide, acide retinoique ^ acide 
retinoique X ou encore d'une immunophiline ou d'un recepteur aryl hydrocarbon 
(AhR), 

4. Systeme d' expression selon la revendication 3, caracterise en ce que ledit 
25 activateur transcriptionnel est choisi parmi : 

(i) un polypeptide designe GR**^ comprenant un domaine de liaison a 1' ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derives d'un recepteur aux 
glucocorticoTdes, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment 
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par substitution de risoleucine en position 747 par une threonine ; 

(ii) un polypeptide designe ER^ comprenant un domaine de liaison a T ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derive d'un recepteur a 
Toestrogene, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment par 

5 substitution de la glycine en position 521 par une arginine ; 

(iii) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un DLL derive du recepteur a Tecdysone, un domaine de 
liaison a TADN hybride derive de ceux des recepteurs EcR et GR et un 
domaine de trans-activation derive de la proteine virale VP16 et un second 

10 polypeptide derive de la proteine USP de drosophile ou d'un homologue 

tel que le recepteur de Tacide retinoique X (RXR) humain ; 

(iv) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un domaine de liaison a FADN derive du facteur de 
transcription ZFHDl et un DLL derive de Timmunophiline FKBP12 et un 

15 second polypeptide comportant un domaine de trans-activation d6riv6 du 

facteur NFkB p65 et un DLL derive de FRAP (FKBP12-rapamycine- 
associated protein) ; et 

(v) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide derive 
du recepteur AhR et un second polypeptide derive de la proteine Amt 

20 (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). 

5. Systeme d'expresaon selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce en 
ce que ledit activateur transcriptionnel comprend un DLL et un domaine de trans- 
activation derive d'un recepteur steroTdien et un domaine de liaison a I'ADN 
25 het6rologue, notamment derive de la proteine de levure Gal4. 



6. Systeme d'expressaon sdon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
ledit activateur tremscriptionnel est active par liaison d'un inducteur non nature! et 
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n'est pas ou peu active par un compose humain nature!. 

7. Systeme d'expression selon la revendication 6, caracterise en ce que ledit 
inducteur non nature! est une substance synthetique administrable par voie orale. 

5 

8. Systeme d'expression selon la revendication 7, caracterise en ce que ledit 
inducteur est choisi parmi !e groupe constitue par la dexamethasone, le tamoxifene, 
ie muristerone A, Tecdysone, la rapamycine et le 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p- 
dioxine ou un analogue de ces composes. 

10 

9. Systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que 
ledit gene d'interet code pour un ARN anti-sens, un ribozyme, ou encore un 
polypeptide d'interet. 

15 10. Systeme d'expression selon la revendication 9, caracteris6 en ce que ledit 
polypeptide d'interet est choisi parmi le groupe constitue par les chemokines, ies 
cytokines, les recepteurs cellulaires, les ligands, les facteurs de coagulation, la 
proteine CFTR, I'insuline, la dystrophine, les facteurs de croissance, les enzymes, 
les inhibiteurs d'enzyme, les polypeptides a efifet anti-tumoral, les polypeptides 

20 capables d'inliiber une infection baaerienne, parasitaire ou virale, les polypeptides 
agissant sur I'apoptose, les agents cytostatiques, les immunoglobulines, les 
apolipoproteines, les produits cytotoxiques, les produits d'expression des genes 
suppresseurs de tumeurs, les antigenes assodes aux tumeurs, les immunotoxines, 
les inhibiteurs d'angiogenese et les marqueurs. 

25 

11. Systeme d'expression selon Tune des revendications 14 10, caracterise en ce 
ledit promoteur inductible comprend une ou plusieurs sequence(s) cible(s) 
repondant a un activateur transcriptionnel te! que de&ii dans Tune des 
revendications 2 a 8. 
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12. Systeme d'expression selon la revendication 11, caracterise en ce que ladite 
sequence cible est une sequence ERE, GRE, EcR, UAS, SxE/GRE, XRE ou une 
sequence cible repondant au facteur de transcription ZFDH-1. 

13. Systeme d'expression selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que lesdites sequences nudfetidiques et ieurs elements de regulation sont portes 
par ledit vecteur adenoviral recombinant. 

14. Systeme d'expresaon selon I'une des revendications 1 a 12. caracterise en ce 
que lesdites sequences nudeotidiques et ieurs elements de regulation sont portes 
par un vecteur d'expression independant autre que ledit vecteur adenoviral 
recombinant. 



15. Systeme d'expression selon la revendication 14, caracterise en ce que ledit 
vecteur independant est un vecteur synthetique, un plasmide ou un vecteur viral, 
notamment deriv6 d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus assode a 
Tad^novirus (AAV), d'un virus de Phapes, d'un alphavirus, d'un parvovirus, d'un 
poxvirus (fowlpox, canaripox, virus de la vaccine .) ou d'un foamyvirus. 

16. Systeme d'expression selon I'une des revendications 13 a 15, caracterise en ce 
que ledit vecteur adenoviral recombinant et, le cas echdant, ledit vecteur adenoviral 
independant sont deficients pour la fonction El par deletion de tout ou partie de 
la region El ou mutation non fonctioimelle de cette demiere. 

17. Systeme d'expression selon la revendication 16, caracterise en ce que ledit 
vecteur adenoviral recombinant et/ou ledit vecteur adenoviral independant est/sont 
en outre deficient(s) pour au moins I'une des fonctions E2, E4, LI, L2, L3, L4 
et/ou L5. 



wo 00/12741 PCT/FR99/020^1 

- 57 - 



18. Systeme d'expression selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce que 
ledit vecteur adenoviral recombinant et/ou ledit vecteur adenoviral independant 
est/sont en outre depourvu(s) de tout ou partie de la region non essentielle £3. 

5 

19. Systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 18, caracterise en ce 
que ledit vecteur adenoviral recombinant et, le cas echeant, ledit vecteur 
independant sont sous forme de particules virales infectieuses. 

10 20. Vecteur adenoviral recombinant comprenant 

(i) les sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
placees sous le controle des elements de regulation appropries a leur 
expression dans une cellule ou un organisme bote, et 

(ii) un gene d*interet place sous le controle d'un promoteur inductible 
1 5 susceptible d'etre active en trans par lecUt activateur transcriptionnel. 

21. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 20, caracterise en ce 
que lesdites sequences nucleotidiques cedent pour un activateur transcriptionnel 
selon Tune des revendications 2 a 6 ou pour un activateur transcriptionnel 

20 procaryotique, notamment un polypeptide comprenant un DLL et un donudne de 
liaison k TADN derive d'un represseur de Toperon tetracycline. 

22. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 21, caracteris6 en ce 
que lesdites sequences nucleotidiques codent pour le polypeptide tX A comprenant 

25 un represseur de Toperon tetracycline (tetR) fusionne en phase a un domaine 
deactivation de la transcription derive de la proteine vtrale VP 16. 

23. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 k 22, 
caracterise en ce que ledit inducteur non naturel est tel que defini dans la 
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revendication 7 ou 8 ou est constitue par la doxycycUne ou la tetracycline. 

24. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 23, 
caractdris6 en ce que ledit gdne d'interet est tel que defini dans la revendication 9 

5 ou 10. 

25. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 24, 
caracterise en ce que ledit promoteur inductible est tel que defini dans la 
revendication 1 1 ou 12 ou comprend une ou plusieurs sequence(s) cible(s) tetO 

10 

26. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 25, 
caracterise en ce que ledit vecteur adenoviral recombinant est tel que defini dans 
I'une des revendications 16 a 18. 

15 27. Particule virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral recombinant 
selon Tune des revendications 20 a 26. 

28. Procede de preparation d'une particule virale selon la revendication 27, dans 
lequel : 

°° introduit un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des 
revendications 20 a 26 dans une ceUuIe de complementation capable 
de complementer en trans ledit vecteur, de maniere a obtenir une 
cellule de complementation transfectee, 
Oi) on cultive ladite ceUuIe de complementation transfectee dans des 
conditions ^propriees pour permettre la production de ladite 
particule virale, et 
(iii) on recupere ladite particule virale dans la culture cellulaire. 

29. Cellule eucaryote comprenant un systeme d'expression selon I'une des 
30 revendications 1 a 19. un vecteur adenoviral recombinant selon I'une des 



25 
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revendications 20 a 26 ou une particule virale infectieuse selon la revendication 27. 

30. Composition pharmaceutique comprenant un systeme d'expression selon Tune 
des revendications 1 a 19, un vecteur adenoviral recombinant selon I'une des 

5 revendications 20 a 26, une particule virale infectieuse selon la revendication 27 ou 
une cellule eucaryote selon la revendication 29 et un vehicule acceptable d'un point 
de vue pharmaceutique. 

3 1 . Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caract6risee en ce en 
10 ce qu'elle est sous forme injectable. 

32. Utilisation d'un systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 19, 
d'un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 26, d'une 
particule virale infectieuse selon la revendication 27 ou d'une cellule eucaryote 

1 5 sdon la revendication 29, pour la preparation d'un medicament destine au transfert 
et k I'expression dudit gene d'interet dans une cellule ou im organisme bote. 

33. Utilisation d'un systeme d'expression selon I'une des revendications I a 19, 
d'un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 k 26, d'une 

20 particule virale infectieuse selon la revendication 27 ou d'lme cellule eucaryote 
selon la revendication 29, pour la preparation d'un mddicament destine au 
traitement des maladies par therapie genique. 

34. Activateur transcriptionnel comprenant un DLL et un domaine de trans- 
25 activation derive d'un recepteur steroidien et un domaine de liaison a I'ADN 

heterologue, notamment deriv6 de la proteine de levure Gal4. 
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(57) Abstract 

The invention concerns an inducible ^ 
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quences coding for a transcriptional acti- 
vator of eukaryotic or viral origin and a 
recombinant adenoviral vector comprising 
a gene of interest placed under the con- 
trol of a promoter inducible in trans by 
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ral vector bearing a first expression cas- 
sette coding for a transcriptional activa- 
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(57) Abrcg^ 
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ou systfeme d'expiession ainsi que leur utilisation ^ des fins th6rapeutiques ou prophylactiques. 
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The International Searching Authority found several (groups of) inventions in 
the international application, namely: 

1. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Inducible expression system comprising nucleotide sequences coding for a 
transcriptional activator and a recombinant adenoviral vector comprising a gene 
of interest placed under the control of an inducible promoter capable of being 
activated by said transcriptional activator, said system being characterised in 
that said transcriptional activator is GRdex; recombinant adenoviral vector 
comprising the nucleotide sequences coding for a transcriptional activator 
placed imder the control of regulating elements suited for their expression and a 
gene of interest placed under the control of an inducible promoter capable of 
being activated by said transcriptional activator; said adenoviral vector being 
characterised in that said nucleotide sequences code for said transcriptional 
activator; infectious viral particle, method for preparing said particle, eukaryotic 
cell comprising said expression system, pharmaceutical composition, and use of 
said system. 

2. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 
Identical to subject 1, but said transcriptional activator being ER-T. 

3. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a first 
polypeptide including an ecdysone receptor DLL derivative, a DNA binding 
domain derived from EcR and GR receptors, and a transactivation domain 
derived from the VP 16 viral protein, and a second polypeptide derived from the 
USP protein of drosophile or of a homologue. 

4. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a first 
polypeptide including a DNA binding domain derived from ZFHDl and a DLL 
derived from FKBP12 and a second polypeptide including a transactivation 
domain derived from p65 and a DLL derived from FRAP. 
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5. Claims: 1-4, 6-33 ( all partly, inasmuch as applicable) 



Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a first 
polypeptide derived from AhR and a second polypeptide derived from Amt. 

6. Claims: 20-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Recombinant adenoviral vector comprising all the nucleotide sequences coding 
for a transcriptional activator placed under the control of regulating elements 
suited for their expression and a gene of interest placed under the control of an 
inducible promoter capable of being activated by said transcriptional activator; 
said vector being characterised in that said nucleotide sequences code for the 
tTA polypeptide; infectious viral particle, method for preparing said particle, 
eukaryotic cell comprising said expression system, pharmaceutical composition, 
and use of said system. 

7. Claims 5, 34 (wholly) and 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a DLL and a 
transactivation domain derived from a steroid receptor and a heterologous DNA 
binding domain in particular derived from the Gal4 yeast protein. 
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ne paut itre canaid^ree comma impliquant una aottvita inventive 
■ [oraque (a document eat aaaocie & un ou pluaieurB autraa 
doeumenta da metne nature, cette combtnaiaon etant dvidente 
pour une personne du metier 

* V document qui fait partie de la mime famiiie da breve ta 
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Confomiement a i'artide 1 7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait robjet d'une recherche pour les motifis suivants: 



□ 



□ 



Les revendications n°* 

se rapportent a un objet a I'egard duquel I'adminisiration n'est pas tenus de proceder a la recherche, a savoir 



Les revendbations n°* 

se rapportent a des parties da la demande intemationale qui na remplissent pas suffisamment les eondaions preserites pour 
qu'une recherche significativa putssa etre effectuee, en partieuiier 



□ 



Les revendications n°* 

sont des rev^dications dependantes et ne sont pas 
troisl^me phrases de la regie 6.4.a). 



conformement aux dispositions de la deuxi^me et de la 



Cadre II Observations - iorsqu'il y a absence d'unitd de i'lnvention (suite du point 2 de la premiere feuiile) 



L'administration chargee de la recherche intemationale a trouve plusieurs inventions dans la demande intemation^e, a savoir: 



voir feuiile supplementaire 



I I Comme toutes ies taxes additionnetles ont ete payees dans les deiais par le ddposant, le present rapport de recherche 
^— — < intemationale porta sur toutes ies revendications pouvant faire i'objet d'une recherche. 



Comme toutes les recherchea portant sur (es revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort partieuiier 
justifiant una taxe additionneile, {'administration n'a soilictte le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partie seulement des taxes additionnelies demandees a ^e payee dans Im 

I 1 rapport de recherche intemationale ne porta que sur les revendications pour lesquelles les 

les revendications n °^ 



par le deposant, le present 
taxes ont et§ payees, a savoir 



4. Aucune taxe additionnelie demandee n'a ete payee dans les deiais par le deposant. En consequence, le present rapport 

I > de recherche intemationale ne porte que sur rtnvention menttonnae en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n °^ 



Remarque quant a ta reserve 



I I Les taxes addtionnelles elaient accompagnees d'une reserve de ta part du daposani 
I I Le paiemerrt des taxes additionnelies n'etait assorti d'aucune reserve. 
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SUITE OES RENSEIGNEMEKTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



L'administration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande Internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 1-4, 6-33 (toutes parti ell ement, 
pour autant qu' applicables) 



Systeme d'expression inductible comprenant les sequences 
nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel et 
un vecteur adenoviral recombinant comportant un gene 
d'interet place sous le controle d'un promoteur inductible 
susceptible d'etre active par ledit activateur 
transcriptionnel, ledit syst§me caracterise en ce que ledit 
activateur transcriptionnel est GRdex; vecteur adenoviral 
recombinant comprenant les sequences nucleotidiques codant 
pour un activateur transcriptionnel placees sous le controle 
des elements de regulation appropriees a leur expression et 
un gene d'interet place sous le controle d'un promoteur 
inductible susceptible d'etre active par ledit activateur 
transcriptionnel; ledit vecteur adenoviral caracterise en ce 
que lesdites sequences nucleotidiques codent pour ledit 
activateur transcriptionnel; particule virale infectieuse, 
procede de preparation de ladite particule, cellule 
eucaryote comprenant ledit systeme d'expression, composition 
pharmaceutique, et utilisation dudit syteme. 



2. revendi cations: 1-4, 6-33 (toutes parti el 1 ement , 
pour autant qu' applicables] 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
etant ER-T. 



3. revendi cations: 1-4, 6-33 (toutes parti el 1 ement , 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un premier polypeptide comportant un DLL derive 
du recepteur a I'ecdysone, un domaine de liaison a 1 'ADN 
hybride derive de ceux des recepteurs EcR and 6R, et un 
domaine de transacti vation derive de la prbteine virale 
VP16, et un second polypeptide derive de la proteine USP de 
drosophile ou d'un homologue. 



4. revendications: 1-4, 6-33 (toutes parti ell ement, 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un premier polypeptide comportant un domaine de 
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liaison a TADN derive de ZFHDl et un DLL derive de FKBP12. 
et un second polypeptide comportant un domaine de 
transactivation derive de p65 et un DLL derive de FRAP. 



5. revendi cations: 1-4, 6-33 (toutes partiellement, 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un premier polypeptide derive de AhR et un second 
polypeptide derive de Arnt. 



6. revendi cations: 20-33 (toutes partiellement, 
pour autant qu' applicables] 



Vecteur adenoviral recombinant comprenant les sequences 
nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
placees sous le control e des elements de regulation 
appropriees a leur expression et un gene d'interet place 
sous le control e d*un promoteur inductible susceptible 
d'etre active par ledit activateur transcriptionnel; ledit 
vecteur caracterise en ce que lesdites sequences 
nucleotidiques codent pour le polypeptide tTA; particule 
virale infectieuse, procede de preparation de ladite 
particule, cellule eucaryote comprenant ledit systeme 
d'expression, composition pharmaceutique, et utilisation 
dudit syteme. 



7. revendi cations: 5, 34 (totalement) et 1-4, 
6-33 (toutes partiellement, 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un DLL et un domaine de transactivation derive 
d'un recepteur steroidien et un domaine de liaison a TADN 
heterologue notanment derive de la proteine de levure Ga14. 
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(57) Abstract: The invention concerns an inducible expression system using nucleotide sequences coding for a transcriptioaal ac- 
C*^ tivator of eukaryotic or viral origin and a recombinant adenoviral vector con^nising a gene of interest placed under the control of a 
promoter inducible in trans by said transcriptional activator. The invention also concerns a recombinant adenoviral vector bearing 
a first expression cassette coding for a transcriptional activator and a second cassette bearing a gene of interest placed under the 
control of a promoter inducible in trans by said transcriptional activator. The invention further concerns an infectious viral particle, 
its preparation method, a eukaryotic ceU and a pharmaceutical composition comprising such a vector or expression system as well 



as their use for therapeutic or i^oi^ylactic purposes. 
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(57) Abr€g€i La pr^sente invention concerne un syst^me d'e^ression inductible mettant en oeuvre les sAjuences nucl6otkiiques 
codant pour un activateur transcriptioanel d*origine eucaryote ou virale et un vecteur ad^ioviral recombinant comportant un gene 
d*intdret plac^ sous le contrfile d'un promoteur inductible en trans par ledit activateur transcriptionnel. Elle a ^galement pour ob- 
jet un vecteur adenoviral recombinant portant une fM^mifere cassette d*expression codant pour un activateur transcriptionnei et une 
seconde cassette portant un gene d'int^t plac^ sous le contrdle d'un promoteur inductible en trans par ledit activateur transcrip- 
tionnel. U invention a ^galement trait h une particule virale infectieuse, son procAl^ de prtfparation, une cellule eucaryote et une 
composition pfaarmaceutique conoprenant un tel vecteur ou syst&me d' expression ainsi que leur utilisation h des fins tb^rapeutiques 
ou pro(Aylactiques. 
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SYSTEME D'EXPRESSION INDUCTIBLE 



La presente invention conceme un systeme d'expression inductible mettant 
5 en oeuvre les sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
et un vecteur adenoviral recombinant comportant un gene d'interet place sous le 
controle d'un promoteur inductible en trans par lecfit activateur transcriptionnel 
sous une forme activ6e. EUe a egalement pour objet un vecteur adenoviral 
recombinant portant une premiere cassette d'e?q)ression codant pour ledit 

10 activateur transcriptionnel et une seconde cassette portant un gene d'int6ret place 
sous le controle d'un promoteur inductible en trans par ledit activateur 
transcriptionnel. L'invention a egalement pour objet ume particule virale 
infectieuse, une cellule, une composition pharmaceutique comprenant un tel 
vecteur ou systeme d' expression ainsi que leur utilisation a des fins therap«itiques 

15 ou prophylactiques. L'invention pres«ite un interet tout particulier pour des 
perspectives de therapie genique, notamment chez Thomme. 

La therapie genique se definit comme le transfert d'information genetique 
dans une cellule ou un organisme bote. Le premier protocole applique a lliomme 
a ete initie aux Etats Unis en septembre 1990 sur un patient genetiquement 

20 immunodefident en raison d*une mutation afiectant le gene codant pour TAdenine 
Desaminase (ADA). H s'agissait de coniger ou remplacer le gene defectueux dont 
ie dysfonctionnement est a I'origine d'une maladie genetique par un gene 
fonctionnel. Le succes relatif de cette premiere experimentation a encourage le 
developpement de cette tedmologie qui a ^ depuis etendue au traitement d'autres 

25 maladies ausa bien genetiques qu'acquises (cancers, maladies infectieuses comme 
le SID A...) dans le but de delivrer in situ des genes therapeutiques ameliorant la 
pathologie. La plupart des strategies utilisent des vecteurs pour vehiculer le gene 
therapeutique vers sa cible cellulaire. De nombreux vecteurs tant viraux que 
synthetiques ont ete developpes au cours de ces demieres annees et ont fidt Fobjet 
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de nombreuses publications accessibles a I'homme du metier. 

L'interet des adenovirus a titre de vecteurs de therapie genique a deja ete 
evoque dans de nombreux documents de Fart anterieur. Ds infectent de nombreux 
types cellulaires, aussi bien des cellules en division que quiescentes, sont non 
5 integratifs et peu pathogenes. £n outre, ils possedent un tropisme nature! pour les 
voies respiratoires. Ces proprietes particulieres font des adenovirus des vecteurs 
de choix pour de nombreuses applications therapeutiques et meme vacdnales. A 
titre indicatif, leur genome est constitue d'une molecule d*ADN lineaire et 
bicatenaire d'environ 36 kb qui porte une trentaine de genes intervenant dans le 

10 cycle viral. Les genes precoces (Ei a E4 ; E pour early en anglais) sont rqsartis en 
4 regions dispersees dans le genome. Les regions £1, E2 et £4 sont essentidles a 
la replication virale alors que la region £3 impliquee dans la modulation de la 
reponse immunitaire anti-adenovirus chez Thote ne Test pas. Les genes tardifs (LI 
a L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) codent majoritairement pour les 

15 proteines de structure et recouvrent en partie les unites de transcription precoces. 
Ils sont pour la plupart transcrits a partir du promoteur majeur tardif MLP (pour 
Major Late Promoter en anglais). En outre, le genome adenoviral porte a ses 
extremites des regions agissant en cis essentieiles a I'encapsidation constituees de 
sequences terminales inversees (U K) situees aux extremites 5' et 3' et d'une region 

20 d'encapsidation qui suit TITR 5'. 

Les vecteurs adenoviraux actuellement utilises dans les protocoles de 
therapie genique sont depourvus de la majeure partie de la region El afin d'eviter 
leur dissemination dans Tenvironnement et Torganisme bote. Des deletions 
supplementaires dans la region E3 permettent d'accroitre les capadtes de clonage. 

25 Les genes d'interet sont introduits dans TADN viral a la place de Tune ou I'autre 
region deletee. Cependant, rimmunogenecite potentielle des proteines virales 
encore exprimees peut dans certaines applications particulieres s'opposer a la 
persistance des cellules transduites et a I'expression stable du transgene. Ces 
inconvenients ont justifie la construction de vecteurs de nouvelles generations qui 
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conservent les regions en cis (ITRs et sequences d'encapsidation) essentielles a 
Tencapsidation mais component des modifications genetiques supplementaires 
visant a supprimer I'expression in vivo de la plupart des genes viraux (voir par 
exemple la demande intemationale W094/28152). A cet egard, un vecteur dit 
5 minimal, deficient pour 1' ensemble des fonctions adenovirales represente une 
alternative de choix. 

La plupart des vecteurs developpes a Theure actuelle sont bases sur une 
expression constitutive du transgene. Or il peut etre souhaitable de limiter 
I'expression du gene therapeutique a un nombre restreint de types cellulaires. 
10 L' expression tissu-specifique peut etre mediee par le biais de promoteurs et 
d' enhancers tissu-specifiques ou de systemes d'expression inductibles repondant 
a un evenement ceUulaire ou temporel specifique. 

De nombreux systemes d'expression inductibles proposes actuellement 
reposent sur I'emploi de promoteurs regules par des facteurs de transcription 
15 endogenes actives par un Ugand inducteur particulier (hormones steroides, 
interferon, meUux lourds...)- Un premier inconvenient est que ces systemes 
necessitent la presence des facteurs activateurs endogenes au sein de la cellule 
cible. De plus, le niveau d'expression basal est souvent eleve en raison d'une 
activation «bruit du fond» due aux substances cellulaires endogenes, qui peut 
20 generer des eflfets secondaires non negligeables. 

Un certain nombre de systemes d'expression bases sur Tutiiisation de 
facteurs procaryotiques ont ete mis en evidence au cours de ces demieres annees. 
On peut citer par exemple ceux des operons bacteriens tetracycline (Gossen et 
Bujard, 1992, Proc. Natl Acad. Sd. USA 89, 5547-551), lactose (Nfiller et 
25 ReznikofF (Eds), The operons. Cold Spring Harbor Laboratory), tryptophane 
(Yanofsky et al., 1981, Nucleic adds Res. P, 6647-6668), de la proteine 16 du 
virus simplex de Therpes (protfine trans-BcdvaXncc VP16), ou de la proteine Gal4 
de levure (Webster et al., 1988, Cell 52, 169-178). 

D'une maniere generale, Toperon de resistance a la tetracycline est code par 
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le transposon TnlO (Hillen et al., 1984, J. Mol. Biol. 772, 185-201). La regulation 
est assuree par une courte sequence nucleotidique dite "operateur" (tet O) qui 
constitue un site de fixation de divers regulateurs. Ainsi, la fixation du represseur 
tetracycline (tet R) ou de Fantibiotique tetracycline diminue considerablement le 
5 niveau de transcription. Au contraire, un effet deactivation est obtenu en mettant 
en oeuvre une proteine, designee dans la litterature "trans-activateur tetracycline 
(tTA)" qui resulte de la fusion entre le tet R et les 130 acides amines C-tenninaux 
du dpmaine d'activation de la proteine VP16 du virus simplex de Therpes. 
^expression d\xn gene rapporteur place sous le controle de plusieurs copies de tet 
10 O en amont de sequences de base de la transcription (TATA box, site d'initiation 
de la transcription..) est detectable par co-expression du tTA et inhibee par ajout 
de tetracycline. La Tetracycline lie le tTA et empeche ainsi la transcription. Ce 
systeme est fonctionnd dans un contexte vecteur retroviral (Paulus et al., 1996, J. 
Virol. 70, 62-67) et adenoviral (Neering et al., 1996, Blood < 1147-1155 ; 
15 Yoshida and Hamada, 1997, Biochem. Biophy. Comm. 230, 426-430 ; Massie et 
al., 1998, J. Virol. 72, 2289-2296). Dans ce dernier cas, le trans-activateur est 
foumi en trans soit par infection d'une lignee 6tablie exprimant le tTA par un 
vecteur adenoviral contenant un gene d'interet place sous le controle d'elements 
tetO et du promoteur CMV soit par co-infection des cellules par deux vecteurs 
20 adenoviraux. Vim contenant la cassette d'interet et Tautre exprimant le tTA. Un 
systeme reverse dans lequel T expression du transgene est activee en presence de 
ia tetracycline, a ete developpe en mutant la proteine de fusion tTA (Gossen et al., 
1995, Science 268, 1766-1769). La proteine modifiee rtTA ne lie en eflfet les 
elements ietO qu'en presence de tetracycline. Une autre variante selon laquelle 
25 Texpression est controlee a deux niveaux (en absence de tetracycline et en presence 
d'oestracHol), est obtenue en fusionnant le tTA au domaine de liaison au ligand du 
recepteur aux oestrogenes (lida et al., 1996, J. Virol. 70, 6054-6059). 

Un autre systeme inductible repose sur Temploi de recepteurs endogenes 
afin de remedier a Tinununogenicite potentielle des trans-activateurs 
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procaryotiques, A cet egard, les recepteurs des hormones steroi'des ont feit robjet 
de nombreuses publications. On peut citer plus pardculierement les recepteurs aux 
glucocorticoMes (GR) (Israel et Kaufman, 1989, Nucleic Acids Res. 77, 4589- 
4604), a la progesterone (PR) (Gronemeyer et al., 1987, EMBO J. 6, 3985-3994) 

5 et aux oestrogenes (ER) (Klein-Hitpap et al., 1986, Cell ^(5,1053-1061 ; Koike et 
al., 1987, Nucleic Acids Res. 75, 2499-2513). Leur mode d'action est variable 
puisqu'ils sont capables de trans-activCT ou de trans-reprimer la transcription selon 
la cellule cible, le ligand hormonal et les elements de regulation employes. Pour ce 
qui est de la trans-activadon, le recepteur steroi'dien est sous sa forme inactive 

10 complexe a divers facteurs cellulaires dont certames proteines de choc thennique 
(hsp pour heat shock protdn en angjjus). La fixation d'un ligand agoniste (honnone 
st6roide) entraine un changement de la conformation du recepteur. Cette activation 
s'accompagne de la dissociation des facteurs cellulaires, d'une translocation 
nucleaire et augmente la capadte du recepteur a fixer une courte sequence d' ADN 

15 spedfique (sequence cible), ce qui permet I'interaction avec la machinerie 
transcriptionnelle et I'induction de la transcription. Pour remplir leur fonction, ces 
receptojrs sont generalement organises en 3 domaines fonctionnels, respectivanent 
un domaine de trans-activation permettant Tactivation de la transcription, un 
domaine de liaison a PADN (sequence dble) et un domaine de liaison au ligand 

20 (DLL). 

Des recepteurs modifies repondant preferentiellement a des ligands 
synthetiques non naturels sont egalement proposes dans la litterature. Par exemple, 
Wang et al. (1994, Proc. Nati Acad. Sci. USA 97, 8180-8184) ont construit une 
chimere activable par la molecule RU486 mais pas par la progesterone endogene, 
25 qui resulte de la fusion du domaine de liaison au ligand du recepteur tronque de la 
progesterone (APR), du domaine de liaison a T ADN de la proteine de levure Gal4 
et du domaine de trans-activation de la proteine VP16. Toutefois, i'activite basale 
reste elevee et la proteine chimere peut potentiellement interferer avec les fecteurs 
transcriptionnels cellulaires. Des variants des recepteurs ER et GR modifies dans 



wo 00/12741 PCT/FR99/02051 

-6- 



leurs domaines de liaison au ligand ont egaieirient ete decrits. Ainsi, le mutant ER^ 
qbtenu par substitution de la glycine en position 521 du recepteur ER par une 
arginine, est incapable de fixer les oestrogenes endogenes, mais peut etre active par 
des ligands synthetiques tel que le Tamoxifen, pour activer la transcription regulee 
5 par la sequence cible ERE (pour estrogen responsive element), Un variant 
analogue a egalement ete construit pour le recepteur GR, modifie en position 747 
par substitution de I'isoleucine par une threonine (Roux et al., 1996, Molecular 
Endocrynology 10, 1214-1226). Ce variant designe GR**" est incq)able de fixer les 
glucocorticoides endogenes, mais peut etre active par des ligands synthetiques tels 

10 que la Dexamethasone, Une fois active, il reconnait la sequence cible GRE (pour 
glucocorticoYde responsive element ; Cato et al., 1986, EMBO J, J, 2237-2240) 
et stimule la transcription du promoteur qui lui est associe. 

Un autre systeme d'expression inductible utilise le recepteur steroidien 
d'insecte repondant a I'ecdysone (EcR). Le recepteur est active par Tecdysone et 

15 forme un heterodimere avec la proteine ultraspiracle (USP) de la Drosophile qui 
se fixe a une sequence cible specifique (EcRE pour ecdysone responsive element) 
pour activer la transcription. No et al. (1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA Pi, 
3346-3351) ont cree un recepteur mutant VgEcR obtenu par fiasion du DLL du 
recepteur EcR, d'un hybride entre le domaine de liaison a T ADN des recepteurs 

20 EcR et GR et du domaine de /rara-activation de VP 1 6. Le mutant p^t former, en 
presence de Tecdysone ou de son analogue muristone A, un heterodimere avec la 
proteine USP ou son homologue humain, le recepteur de I'acide retinoique X 
(RXR), et activer la transcription de genes places sous le controle d'une sequence 
hybride (5xE/GRE) comprenant les motife repondant aux recepteurs EcR et GR. 

25 Un tel systeme evite une eventuelle activation endogene. 

Un autre systeme d'expression inductible decrit dans la litterature met en 
oeuvre les immunophilines. Rivera et al. (1996, Nat. Med. 2, 1028-1032) ont 
developpe un systeme a deux composantes assemblees en presence d*un ligand. 
Plus precisemment, la premiere composante est une fusion entre le facteur de 
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transcription ZFHDl (portant un domaine de liaison a I'ADN) et rimmunophiline 
FKBP12 et la deuxieme composante est une fusion entre le domaine de trans- 
activation du facteur NFkB p65 et FRAP (FKBP12-rapamycine-associated 
protein). Le trans-activateur est active sous forme d'un heterodimere assodant les 
5 deux composantes et la rapamycine liant les portions FKBP12 et FRAP qui peut 
induire Texpression d'un transgene place sous le controle des dements-dbles de 
ZFHDl, 

Enfin, Dolwick et al. (1993, Mol. Pharmacol 44, 911-917) ont identifie le 
recepteur aryl hydrocarbon (AhR) in:^)lique dans le m6tabolisme des xenobiotiques 

10 et des substances chimiques elaborees par Thomme. L*AhR, sous forme inactive 
est complexe a divers facteurs cellulaires dont la proteine chaperonne hsp90. La 
fixation d'un ligand xenobiotique induit la dissociation du complexe, la 
translocation du AhR dans le noyau, la formation d'un heterodimere avec la 
protdine Amt (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator ; HoflSnan et al., 

15 1991, Sdence 252, 954-958). La jBxation de Theterodimere sur les flements dbles 
de TADN nommes XRE (pour xenobiotique responsive elements) induit la 
transcription des sequences geniques en aval. La sequence XRE est presente dans 
la region promotrice de nombreux genes codant pour des enzymes impliquees dans 
le metabolisme de drogues, telles que glutathione-S-transferase ou cytochrome 

20 P4501 Al . AhR et Amt possedent un domaine responsable de la reconnaissance de 
la sequence cible, de I'heterodimerisation et de la liaison au ligand. La majorite des 
etudes de trans-activation par le biais du complexe AhR/Amt utilise le ligand 
2,3,7,8-tetrachIorodibenzo-p-dioxine(TCDD) 

La presente invention propose un systeme d' expression inductible mettant 

25 en oeuvre un vecteur adenoviral comportant un gene d'interet dont I'expression est 
regulee par un trans-activateur activable par i'apport de molecules 
pharmacologiques exogenes. Ce systeme est base plus particulierement sur 
Futilisation d'un recepteur steroYdien. Une fois active, ie complexe recepteur/ligand 
va se fixer sur sa sequence able et permettre une activation en trans de 
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I'expression du gene therapeutique. On a maintenant construit lin vecteur 
adenoviral recombinant contenant, en remplacement de la region El, une cassette 
d' expression du recepteur steroi'dien mutant GR^°^ exprime de fa^on constitutive 
par le promoteur precoce du cytomegalovirus (CMV) et, en remplacement de la 
5 region E3, une cassette d'expression du gene facteur IX (FIX) humain place en 
aval du promoteur du virus MMTV (mouse mammary tumor virus) contenant la 
sequence cible GRE. Les experiences qui suivent montrent la fonctionnalite d'un 
tel systeme inductible in vitro et in vivo. De fa^on analogue, le recepteur ER^ a 
egalement ete insere dans la region El d'un adenovirus sous le controle du 

10 promoteur CMV. Dans ce cas, la cassette inductible du gene FIX est regulee par 
la sequence ERE associee au promoteur minimal du gene TK (thymidine kinase) 
de HSV (herpes simplex virus). Le troisieme systeme etudie dans le cadre de la 
presente invention met en oeuvre le recepteur modifie VgEcR et le recepteur 
humain RXR dont les sequences ont ete introduites dans la region El d'un 

1 5 adenovirus. La cassette inductible presente dans la region E3 place T ADNc du FIX 
sous le controle des elements hybrides 5xE/GRE. 

La finalite de la presente invention est de remedier aux inconvenients des 
vecteurs de therapie genique actuels, en ameliorant notamment la specificite 
(activation par des substances exogenes non toxiques et non par des facteurs 

20 cellulaires endogenes) et I'inductibilite (activite basale en Tabsence d'inducteur 
minimale et forte expression du transgene a I'etat active). L'objet de la presente 
invention peut etre applique a divers protocoles de therapie genique necessitant 
Texpression de molecules solubles, telles que des molecules antitumorales 
(anticorps, cytokines, chimiokines) ou dans tous les cas pu I'expression du gene 

25 therapeutique devra etre regulee en fonction des besoins de Porganisme. II pennet 
egalement I'analyse des genes dont I'expression est cytotoxique ou reduite a 
certaines etapes du developpement. ' 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un systeme d'expression 
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inductible comprenant : 

(i) les sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
d'origine eucaryote ou virale et piacees sous le controle des elements de 
regulation appropries a leur expression dans une cellule ou un orgamsme 

5 bote , et 

(ii) un vecteur adenoviral recombinant comportant un gene d'interet place 
sous le controle d'un promoteur inducible susceptible d'etre active en 
trans par ledit activateur transcriptionnel. 

Aux fins de la presente invention, le terme «activateur transcriptionneb 

10 definit un polypeptide ou un ensemble de polypeptides exer9ant une action positive 
sur la transcription c'est a dire ayant la capadte d'initier ou de stimuler la 
transcription d'un gene quelconque a partir d'elements de regulation appropries 
repondant audit activateur transcriptionnel. L'eflfet positif sur la transcription est 
de preference medie directement par la liaison de Tactivateur aux elements de 

15 regulation mais peut I'etre indirectement par I'intermediaire de facteur(s) 
cellulaire(s). De preference, on a recours a un activateur transcriptionnel ligand- 
dependant apte a lier une sequence d'ADN caracteristique (sequence cible) et a 
activer le promoteur qui lui est associe. De tels activateurs transcriptionnels sont 
decrits dans I'etat de la technique. On indique egalement que dans le cadre de la 

20 presente invention, I'activateur transcriptionnel peut etre un polypeptide unique 
sous forme de monomere ou de multimere (de preference cBmere) ou encore peut 
resulter de Tassociation d'un ensemble de polypeptides formant un heteromere (de 
preference un ensemble de deux polypeptides fonnant un heterodimere). 
L'activateur transcriptionnel en usage dans la presente invention peut etre derive 

25 d'un organisme quelconque d' origine eucaryote ou virale, notamment d'une levure, 
d'un insecte, d'un vertebre ou d'un virus ou peut avoir une origine mbcte c'est a 
dire etre forme de composantes d'origines diverses, 

Un activateur transcriptionnel convenant a la mise en oeuvre de la presente 
invention comprend au moins 3 types de domaines fonctionnels, respectivement un 
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domaine de trans-activation, un domaine de liaison a T ADN (sequence cible) et un 
domaine de liaison au iigand (DLL). Dans le cadre de la presente invention, I'ordre 
des difierents domaines est sans importance. De plus, ils peuvent etre repartis dans 
la sequence en acides zimines de maniere continue ou discontinue (avec 
5 eventuellement un chevauchement des residus impliques dans chaque fonction) et 
localises sur un ou les polypeptide(s) fomiant ledit activateur transcriptionnel. Par 
aiileurs, il peut comprendre plusieurs domaines d'un meme type. Un exemple 
adequate est constitue par Theterodimere developpe par Rivera et al, (1996, Nat. 
Med. 2, 1028-1032) active par la liaison de la rapamycine aux portions FKBP12 
10 etFRAP. 

Le terme «domaine de lidson au ligand» fait reference a la portion de 
r activateur transcriptionnel qui interagit avec un ligand-inducteur approprie. 
L'interaction DLL-inducteur place I'activateur transcriptionnel en etat active, etape 
necessaire a T activation transcriptionnelle. Le DLL est de preference localise i 
15 Textremite C-tenninale du ou d'un polypeptide composant ledit activateur 
transcriptionnel. 

Le terme «domaine de liaison a rADN» fait reference a la portion de 
r activateur transcriptionnel qui interagit avec la sequence d'ADN cible presente 
au sein du promoteur inductible controlant I'expression du gene d'interet et 

20 specifique de I'activateur transcriptionnel choisi. Ladite sequence cible est 
generalement placee en amont d'une region promotrice contenant au moins une 
TATA box et est composee de motifs reconnus par Tactivateur transcriptionnel. 
Ces motifs peuvent former une structure particuliere (palindrome, repetitions en 
orientation sens ou inversee ...etc). Les sequences cibles adaptees a chaque 

25 activateur transcriptionnel sont decrites dans la litterature. Pour illustrer, on peut 
citer : 

la sequence cible GRE (pour glucocorticoid responsive element) 
comportant un motif TGTTCT (ou son complementaire) reconnu 
par un domaine de liaison a 1*ADN derive du recepteur GR ou d'un 
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analogue (GR*^). Un exemple prefere est constitue par la sequence 
5*GGTACANNNTGTTCT3' ou N represente un nucleotide 
quelconque ; 

la sequence cible ERE (pour oestrogen responsive element) 
comportant un motif 5'AGGTCA3' (ou son complementaire) 
reconnu par un domaine de liaison a 1' ADN derive du recepteur ER 
ou d'un analogue (ER^). Un exemple prefere est constitue par la 
sequence 5*AGGTCANNNTGACC3' ou N represente un 
nucleotide quelconque ; 

la sequence cible UAS (pour upstream activating sequence) de 
sequence 5' CGGAGTACTGTCCTCCG3' (ou son 
complementaire) reconnue par un domaine de liaison a TADN 
derive du recepteur Gal 4 de levure ou d'un analogue ; 
la sequence cible EcRE (pour ecdysone responsive element) 
comportant un motif GACAAG (ou son complementaire) reconnu 
par un domaine de Uaison a 1' ADN derive du recepteur EcR ou 

d'un analogue. Un exemple prefere est constitue par la sequence 

5'GACAAGGGTTCAATGCACTTGTC3* ; 

la sequence 5xE/GRE de sequence 5*AGGTCANAGAACA3' (ou 

son complementaire) reconnue par un domaine de liaison a T ADN 

hybride entre EcR et GR ou d'un analogue, 

la sequence cible 5' TAATTANGGGNG3' ou N represente un 

nucleotide quelconque, reconnue par le facteur de transcription 

ZFHDl 

la sequence cible XRE (pour xenobiotique responsive element) de 
sequence 5'CCTCCAGGCTTCTTCTCACGCAACTCC3' 
reconnue par un domaine de liaison a T ADN derive du recepteur 
AhR ou d'un analogue. 
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Le terme «domaine de trans-activatiom> fait reference a la portion de 
I'activateur transcriptionnel qui interagit avec la machinerie celiulaire pour initier 
ou stimuler la transcription geniquc dependante de la sequence cible repondant 
audit activateur. Ce domaine peut etre issu d'un facteur de transcription classique 
5 (NFkB, SP-1...) ou d'un facteur ligand-dependant (recepteur steroidien, 
immunophiline, AhR...). Un domaine comprenant les 130 acides amines C- 
terminaux de VP16 convient tout particulierement. 

La trans-activation induite par Tactivateur transcriptionnel en usage dans 
le cadre de la presente invention peut etre verifiee simplement par des techniques 

10 conventionnelles, par exemple en suivant Texpression d'un gene donne place sous 
le contrdle de la sequence cible adequate ou la synthese de son produit 
d'expression (analyse selon Northern, Western, immunofluorescence... etc) en 
presence du recepteur active par I'inducteur. Un protocole detaille est donn6 dans 
les exemples d-apres. Une difference d*un facteur d'au moins 2, avantageusement 

1 5 d'au moins 5 et, de preference, d*au moins 10 reflete la capacite de trans-acdvation 
du systeme d'expression selon Tinvention. 

On peut illustrer ces definitions par Texemple du recepteur GR. Son 
domaine de trans-activation est localise dans la partie N-terminale entre les residus 
272 et 400 (Jonat et al., 1990, Cell 62, 11 89- 1204), le domaine de liaison & TADN 

20 de 66 addes anrines entre les residus 421 et 487 (Ludbello et al., 1990, EMBO J. 
9, 2827-2834) et le domaine de liaison au ligand hormonal d'environ 300 acides 
amines dans la partie C-terminale (Kerpolla et al., 1993, Mol. Cell. Biol. J 3, 3782- 
3791). Ce dernier domaine comprend egalement les sequences responsables pour 
la dimerisation du GR, sa localisation nucleaire et Tinteraction avec les proteines 

25 hsp. La trans-activation est mediee par la liaison d'un dimere de recepteur a la 
sequence cible GRE. 

Avantageusement, I'activateur transcriptionnel inclu dans le systeme 
d'expression inductible selon I'invention comporte tout ou partie d'un domaine 
derive d'un recepteur d' hormones steroYdes choisi parmi le groupe constitue par 
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les recepteurs oestrogene (ER). glucocorticofde (GR), progesterone (PR), 
Vitamine D, ecdysone (EcR), mineralocorticoide, androgene, hoimone thyroide. 
adde retinoique et acide retinoique X ou encore d'une immunophiline ou d'un 
recepteur aiyl hydrocarbon (AhR). 
5 Dans le cadre de la presente invention, on p«it mettre en oeuvre un 

recepteur modifid. Avantagaisement, le recepteur modifie a perdu sa capadte 
d'activation par un inducteur naturel et acquis une capacity d'activation par un 
inducteur non naturd et retient la capadte de trans-activation du recepteur natif. 
L'homme de I'art connait la ou les modifications a effectuer k cet egard. EUes 
10 peuvent gtre diverses (deletion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs 
residus du r&epteur naturel) et concemer un ou plusieurs domaines. De maniere 
preferee, le domaine fonctionnd modifie presente une identite de sequeaice avec 
son equivalent natif d'au moins 70 %, avantageusement d'au moins 80 %, de 
preference d'au moins 90 % et, de maniere tout a feit pr6fer6e d'au moins 95%. 
15 Sdon un premier mode de realisation, on a recours a un rdcepteur modifie 

dans son DLL de maniere k €tre activable par un inducteur non naturd. Des 
exCTiples preKres sonl constitues par les mutants GR (I747T) et ER (G521R) 
deja dtes. 

On pent 6galement en\dsager de mettre en oeuvre un activateur 
20 transcriptionnd chimere comprenant des polypeptides ou fiagments 
polypeptidiques varies. Avantageusement, il resulte de la fiision ou de 1' association 
de domaines fondionnels d'origines diflferentes. En effet, U est possible d'echanger 
les domaines fonctioraids entre les difierents recepteurs et toutes les combinaisons 
possibles entrent dans le cadre de la presente invention. Par exemple, pour reduire 
25 I'inteiference avec les complexes recepteurs / ligands endogenes, on part envasager 
de remplacer le domaine de liaison a 1' ADN d'un recepteur steroidien par celui 
d'un recepteur non humain (d'ori^ne virale ou animale ou d'eucaryote inferieur), 
par exemple un recepteur steroidien animal, un recepteur de levure(Gal4)..., la 
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seule condition etant d'adapter la sequence cible au domaine de liaison a 1' ADN 
retenu. Une telle adaptation est a la portee de Thomme de Tart. A titre indicatif, 
lorsque le domaine de liaison a T ADN est issu de Gal4, le promoteur inductible mis 
en oeuvre contiendra les elements UAS (Upstream Activating Sequences) 
repondant a Gal4. Par ailleurs, le domaine de trans-activation peut etre issu de 
n'importe quel domaine deactivation transcriptionnel connu, notamment de la 
proteine 16 du virus herpes simplex (VP 16) ou de la p65 du &cteur NFKB et en 
particulier, de son extrenaite C-terminale. Un activateur transcriptiomiel assodant 
un DLL derive d'un recepteur steroTdien, un domaine de trans-activation derive de 
VP16 et un domaine de liaison a I'ADN de Gal4 ou d*un recepteur steroYdien 
convient a la mise en oeuvre de la presente invention. A cet egard» on utilisera de 
preference les residus 1 a 74 de Gal4. Mais d'autres combinaisons sont egalement 
envisageables. 

Par ailleurs, on peut employer egalement un domaine fonctionnel hybride 
entre des fragments polypeptidiques differents. Un exemple possible est constitue 
par un domaine de liaison a TADN hybride entre les recepteurs EcR et GR, 
reconnaissant une sequence cible hybride comportant les motifs repondant a 
Tecdysone et aux glucocorticoides. 

Un activateur transcriptionnel prefere dans le cadre de la presente invention 
est choisi parmi : 

(i) un polypeptide designe GR comprenant un domaine de liaison a I'ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derives d'un recepteur aux 
glucocorticoides, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment 
par substitution de I'isoleucine en position 747 par une threonine ; 

(ii) un polypeptide designe ER comprenant un domaine de liaison a I'ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derive d'un recepteur a 
Toestrogene, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment par 
substitution de la glycine en position 521 par une arginine ; 
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(iii) un activateur transariptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un DLL derive du recepteur a Tecdysone, un domaine de 
liaison a I'ADN hybride derive de c«ix des recepteurs EcR et GR et un 
domaine de trans-activalion derive de la proteine virale VP 16 et un second 
5 polypeptide derive de la proteine USP de drosophile ou d'un homologue 

tel que le recepteur de I'acide retinoYque X (RXR) humain ; 
^v) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un domaine de liaison a TADN derive du facteur de 
transcription ZFHDl et un DLL derive de rimmunophiline FKBP12 et un 
10 second polypeptide comportant un domaine de trans-activation derive du 

facteur NFkB p65 et un DLL derive de FRAP (FKBP12-raparaydne- 
associated protein) ; et 
(v) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide derive 
du recepteur AhR et un deuxieme polypeptide derive de la prot&ie Amt. 
15 De preference, les activateurs transcriptionnels (i) et (ii) sont sous forme 

d'homodimeres et (iii) (iv) et (v) sont sous forme d'heterodimeres associant le 
premier et le second polypeptide et, eventuellement, Tinducteur. 

Selon un mode de realisation tout a feit avantageux, I'activateur 
transcriptionnel est active par liaison a un inducteur non naturel et n'est pas ou peu 
20 active par un compose humain naturel. 

Le terme «inducteur non natureb se refere a un compose qui n'est pas 
trouve naturellement dans Torganisme humain ou animal a qui la therapie utilisant 
le systeme d'expression inductible selon Finvention est destinee. II s'agit de 
preference d'un inducteur synthetique qui n'est pas trouve naturellement dans un 
25 organisme humain et dont la structure est legerement diflferente de celle d'un 
compose humain (endogene). Aux fins de la presente invention, un inducteur non 
naturel est capable d'activer I'activateur transcriptionnel en usage dans le cadre de 
la presente invention, en particulier par liaison au DLL, afin d'initier ou stimuler 
la transcription dependante de la sequence cible repondant audit activateur. Le 
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choix d'un inducteur non naturel adapte a Tactivateur transcriptionnel retenu est 
a la portee de rhomme de Tart sur la base de I'etat de la technique, L' activation 
de I'activateur transcriptionnel par I'inducteur non naturel peut se faire par une 
interaction covalente ou non covalente (electro statique, hydrophobe, liaison 
5 hydrogene ... etc). Par ailleurs, Tinducteur peut etre constitue par un compose 
unique ou par un ensemble de molecules. II appartient de preference a la famille des 
steroides, retinoides, acides gras, vitamines, hormones, xenobiotiques ou 
antibiotiques. 

Selon un mode de realisation avantageux, ledit inducteur non naturel est 

10 une substance synthetique administrable par voie orale. De preference, il est choisi 
parmi le groupe constitue par la dexamethasone, le tamoxifene, le muristerone A, 
I'ecdysone, la rapamycine et le 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) ou 
un analogue quelconque de ces composes, de preference peu ou pas toxique. 

Les sequences codant pour Tactivateur transcriptionnel compris dans le 

1 5 systeme d'expression inductible selon I'invention sont placees sous le controle des 
Elements de regulation appropries permettant I'expresaon dans une cellule ou un 
organisme hote. Le terme «elements de regulation appropries» regroupent 
Tensemble des elements permettant la transcription desdites sequences en ARN et 
la traduction en proteine. Parmi ceux-d, le promoteur revet une importance 

20 particuliere. D peut etre isole d*un gene quelconque d'origine eucaiyote, procaiyote 
ou meme virale. Altemativement, il peut s'agir du promoteur naturel du g6ne 
endogene. Par ailleurs, il peut etre constitutif ou regulable. En outre, il peut etre 
modifie de maniere a ameliorer I'activite promotrice, supprimer une region 
inhibitrice de la transcription, rendre un promoteur constitutif regulable ou vice 

25 versa, introduire un site de restriction...... On peut mentionner, a titre d'exemples, 

les promoteurs eucaryotes des genes PGK (Phospho Glycerate Kinase), MT 
(metaUothioneine ; Mc Ivor et al„ 1987, Mol. Cdl Biol. 7, 838-848), le promoteur 
precoce du virus SV40 (Simian Virus), le LTR du RS V (Rous Sarcoma Virus), le 
promoteur TK-HSV-1, !e promoteur precoce du virus CMV (Cytomegalovirus) 
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et les promoteurs gouvemant 1' expression des genes adenoviraux tardifs (MLP) et 
precoces (El A, E2A, E3 ou E4). Mais, il peut egalement etre interessant de 
reguler T expression de Tacdvateur transcriptionnd. Seion une premiere variante, 
son expression peut etre controlee par sa sequence dble specifique (autoactivation 
5 et/ou activation par le recepteur sauvage endogene active par le ligand endogene). 
Par exemple, on aura recours aux elements ERE ou GRE pour Texpression d'un 
activateur transcriptionnel comportant un domaine de liaison a P ADN derive de 
ER ou GR (EBJ ou GR****). Une autre possibilite est Temploi d'un promoteur 
regulable choisi parmi ceux de Tart anterieur. A cet egard, I'utilisation d'un 

1 0 promoteur stimulant Texpression dans une cellule tumorale ou cancereuse peut etre 
avantageuse. On peut citer notamment les promoteurs des genes MUC-1 
surexprime dans les cancers du sein et de la prostate (Chen et al., 1995, J. Clin. 
Invest. 96, 2775-2782), CEA (pour cardnoma raibryonic antig^) surexprime dans 
les cancers du colon (Schrewe et al., 1990, Mol. Cell. Biol. 10, 2738-2748), 

15 tyrosinose surexprime dans les melanomes (Vile et al., 1993, Cancer Res. J5, 
3860-3864), ERB-2 surexprime dans les cancers du sein et du pancreas (Hairis et 
al,, 1994, Gene Therapy 7, 170-175) et a-fetoproteine surexprimee dans les 
cancers du foie (Kanai et al., 1997, Cancer Res. 57, 461-465). On indique que le 
promoteur precoce du Cytomegalovirus (CMV) est tout particulierement prefere. 

20 Bien entendu, les elements de regulation appropries peuvent en outre 

comprendre des elements additionnels ameliorant Texpression (sequence 
intronique, sequence terminatrice de la transcription...) ou encore le maintien dans 
une cellule bote. De tels elements sont connus de Thomme de Tart. 



25 invention est compose par un ensemble de polypeptides, ceux-ci peuvent etre 
produits a partir de sequences nucleotidiques polycistroniques (placees sous le 
controle d'un promoteur unique) mettant en oeuvre un site d'initiation de la 
traduction de type IRES pour initier la traduction du second cistron. On peut 
egalement employer un promoteur bidirectionnel dirigeant T expression de deux 



Lorsque I'activateur transcriptionnel en usage dans le cadre de la presente 
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genes places de part et d'autre. On peut aussi generer des cassettes d'expression 
. independantes comportant chacunes des elements de regulation appropries tels que 
ceux cites auparavant. Les cassettes peuvent etre portees par un meme vecteur 
d'expression ou par des vecteurs dififerents. 

5 Les sequences employees dans le cadre de la presente invention peuvent 

etre obtenues par les techniques classiques de biologie moleculaire, par exemple 
par criblage de banque a I'aide de sondes specifiques, par immunocriblage de 
banque d'expression, par PGR au moyen d'amorces adequates ou par synthese 
. chimique. Les mutants peuvent etre generes a partir des sequences natives par 

10 substitution, deletion et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotides en mettant en 
oeuvre les techniques de mutagenese dirigee, de PGR, de digestion par les enzymes 
de restriction et ligation ou encore par synthese chimique. La fonctionnalit^ des 
mutants et des constructions peut etre verifiee par les techniques de Tart. 

La deuxieme composante du systeme d'expression inducible selon 

15 rinvention est un vecteur adenoviral recombinant comportant au moins un gene 
d'interet place sous le contrdle d'un promotaar inductible susceptible d'etre active 
en trans par ledit activateur transcriptionnel. 

On aura de preference recours a un vecteur adenoviral depourvu de tout 
ou partie d'au moins une region essentielle a la replication selectionnee parmi les 

20 regions El, E2, E4 et LI a L5, afin d'eviter sa propagation au sein de rorganisme 
bote ou de Fenvironnement. Une deletion de la majorite de la region El est 
preferee. Avantageusement, elle s'etend des nt 454 a 3328 mais peut egalement 
englober des sequences additionnelles en 5' et 3' a la condition de ne pas interferer 
avec la fonction d'encapsidation. De preference, le gene pDC n'est pas inclu dans 

25 la deletion de El. En outre, elle peut etre combinee a d'autres modification(s) 
touchant notamment les regions E2, E4 et/ou L1-L5, dans la mesure ou les 
fonctions essentielles defectives sont complementees en trans au moyen d'une 
lignee de complementation et/ou d'un virus auxilliaire. A cet egard, on peut avoir 
recours aux vecteurs de seconde generation defectife pour les fonctions El et E4 
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ou El et E2 (voir pax exemple les demandes intemationales W094/28152 et 
WO97/04119). Pour illustrer ce mode de realisation, on peut citer un vecteur 
combinant une deletion au sein de la region El et une mutation thermosensible 
aJBFectant le gene DBP (pour DNA Binding Protein en anglais) de la region E2A 

5 (Ensinger et al., 1972, J. Virol. 10, 328-339). Pour ce qui est de la region E4, eUe 
peut etre deletee en totalite ou en partie. Une deletion partielle de la re^on E4 a 
I'exception des sequences codant pour les cadres de lecture ouverts (ORF) 3 et/ou 
6/7 est avantageuse dans la mesure ou elle ne necesate pas de complemottation de 
la fonction E4 (Ketner et al., 1989, Nucleic Acids Res. 77, 3037-3048). Dans le 

10 but d'augmenter les capacites de clonage, le vecteur adenoviral recombinant peut 
en outre etre depourvu de tout ou partie de la region E3 non essentielle. Selon 
cette alternative, il peut etre interessant de conserver neanmoins les sequences E3 
codant pour les polypeptides pennettant Techappement au systeme immunitaire de 
I'hote, notammmt la glycoproteine gpl9k (Gooding et al., 1990, Critical Review 

15 of Immunology 10, 53-71). Selon une autre alternative, on peut employer un 
vecteur adenoviral minimal retenant essentiellement les ITRs (Inverted Tenninal 
Repeat) 5' et 3* et la region d'encapsidation et defectif pour I'ensemble des 
fonctions virales. 

Par ailleurs, Torigine du vecteur adenoviral du systeme d'expression 
20 inductible selon Tinvention, peut etre variee aussi bien du point de vue de Tespece 
que du serotype. II peut deriver du genome dHm adenovirus humain ou animal 
(canin, aviaire, bovin, murin, ovin, porcin, simien...) ou encore tfun hybride 
comprenant des fragments de genome adenoviral d'au moins deux origines 
diflFerentes, On peut citer plus pardculierement les adenovirus CAV-1 ou CAV-2 
25 d'origine canine, DAV d'orig^ne avi^e ou encore Bad de type 3 d'origine bovine 
(Zakharchuk et al., Arch. ViroL, 1993, 128: 171-176 ; Spib^ et Cavanagh, J. Gea 
Virol,, 1989, 70: 165-172 ; Jouvenne et al.. Gene, 1987, 60: 21-28 ; Mittal et al., 
J. Gen. Virol., 1995, 76: 93-102). Cependant, on preferera un vecteur adenoviral 
d'origine humaine derivant de preference d*un adenovirus de serotype C, 
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notamment de type 2 ou 5. 

Le gene d'interet en usage dans la presente invention, peut etre issu d*un 
organisme eucaryote, d'un procaryote d'un parasite ou d'un virus autre qu'un 
adenovinis. D peut etre isole par toute technique conventionnelle dans le domaine 

5 de Tart, par exemple par clonage, PGR ou synthese chimique. II peut etre de type 
genomique (comportant tout ou partie de I'ensemble des introns), de type ADN 
complementaire (ADNc, depourvu d'intron) ou de type mixte (minigene). Par 
ailleurs, il peut coder pour un ARN antisens et/ou un ARN messager (AKNm) qui 
sera ensuite traduit en polypeptide d'interet celui-d pouvant etre (i) intracellulaire, 

10 C") incorpore dans la membrane de la cellule bote ou (iii) secrete. D peut s'agir 
d'un polypeptide tel que trouve dans la nature (natif), d'une portion de celui-ci 
(tronque), d'un mutant presentant notamment des proprietes biologiques 
ameliorees ou modifiees ou encore d'un polypeptide chimere provenant de la fusion 
de sequences d'origines diverses. Par ailleurs, le gene d'intera peut coder pour un 

15 ARN anti-sens, un ribozyme, ou encore un polypeptide d'interet. 

Parmi les polypeptides d'interet utilisables, on peut dter plus 
particulierement les chemokines et cytokines (interferon a, P ou y, interleukine 
(IL), notamment lTL-2, riL-6, lTL-10 ou encore riL-12, facteur necrosant des 
tumeurs (TNF), facteur stimulateur de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF...), 

20 MTP-lo, MIP-ip, RANTES, proteine de chemoattraction des monocytes telle que 
MCP- !...)> les recepteurs cellulaires (notamment reconnus par le virus HIV), les 
ligands de r^cepteur, les facteurs de coagulation (Facteur Vm, Facteur DC, 
thrombine, proteine C), les facteurs de croissance (FGF pour Fibroblast Growth 
Factor, VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor), les enzymes (urease, 

25 renine, metalloproteinase, nitric oxide synthetase NOS, SOD, catalase, lecithine 
cholesterol acyl transferase LCAT...), les inhibiteurs d'enzyme (al-antitrypsine, 
antithrombine m, inhibiteur de protease virale, PAI-1 pour plasminogen activator 
inhibitor), les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite de classe I ou II 
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ou polypeptides agissant sur Texpression des genes correspondants, les 
polypeptides capables d'inhiber une infection virale, bacterienne ou parasitaire ou 
son developpement, les polypeptides agissant positivement ou negativement sur 
I'apoptose (Bax, Bcl2, BclX.,.), les agents cytostatiques (p21, p 16, Rb), les 
5 immunogiobulines en totalite ou en partie (Fab, ScFv...), les toxines, les 
immunotoxines, les apolipoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE...), les inhibiteurs 
d'angiogenese (angiostatine, endostatine...), les marqueurs (p-galactosidase, 
ludferase....) ou tout autre polypeptide ayant un eflfet therapeutique pour I'aflFection 
dblee. 

1 0 Plus precisemment, dans le but de traiter un dysfonctionnement hereditaire, 

on utilisera une copie fonctionneUe du gene defectueux, par exemple un gene 
codant pour le facteur VHI ou IX dans le cadre de I'hemophilie A ou B, la 
dystrophine (ou minidystrophine) dans le cadre des myopathies de Duchenne et 
Becker, I'insuline dans le cadre du diabete, la protfine CFTR (Cystic Fibrosis 

15 Transmembrane Conductance Regulator) dans le cadre de la mucovisddose. 
S'a^sant d'inhiber Tmitiation ou la progression de tumeurs ou cancers, on mettra 
de preference en oeuvre un gene interet codant pour un ARN anti-sens, un 
ribozyme, un produit cytotoxique (thymidine kinase de virus simplex de I'herpes 1 
(TK-HSV-1), ricine, toxine cholerique, diphterique, prodmt des genes de levure 

20 FCYl et FURl codant pour Turacyle phosphoribosyl transferase et la cytosine 

desaminase ), ™e immunoglobuUne, un inhibitair de la diviaon ceUulaire ou des 

signaux de transduction, un produit ^expression dHin gene suppresseur de tumoir 
(p53, Rb, p73, DCC....), un polypeptide stimulateur du systeme immunitaire, un 
antigene associe a une tumeur (MUC-1, BRCA-1, antigenes precoces ou tardifs 

25 (E6, E7, LI, L2...) dhin virus a papillome HPV....), eventuellement en combinaison 
avec un gene de cytokine. Enfin, dans le cadre d'une therapie anti-HIV, on peut 
avoir recours a un gene codant pour un polypeptide L-nmunoprotecteur, un epitope 
antigenique, un anticorps (2F5; Buchacher et al, 1992, Vaccines 92, 191-195), le 
domaine extracellulaire du recepteur CD4 (sCD4 ; Traunecker et al„ 1988, Nature 
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557, 84-86) une immunoadhesine (par exemple un hybride CD4-immunoglobulme 
IgG ; Capon et al., 1989, Nature 557, 525-531 ; Bym et al., 1990, Nature 344, 
667-670), une immunotoxine (par exemple fusion de Tanticorps 2F5 ou de 
I'immunoadhesine CD4-2F5 a Tangiogenine ; Kurachi et al., 1985, Biochemistry 24, 
5 5494-5499), un variant trans-dominant (EP 0614980, WO95/16780), un produit 
cytotoxique tel que I'un de ceux mentionne ci-dessus ou encore un IFNa ou p. 

Un des genes d'interet peut egalement etre un gene de selection permettant 
de selectionner ou identifier les cellules transferees ou transduites. On peut citer 
les genes neo (codant pour la neomycine phosphotransferase) conferant une 
10 resistance a I'antibiotique G418, dhfr (Dihydrofolate Reductase), CAT 
(Chloramphenicol Acetyl transferase), pac (Puromycine Acetyl-Transferase) ou 
encore gpt (Xanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase). D'une maniere 
generale, les genes de selection sont connus de Thomme de Tart. 



15 inclure des elements additionnels ameliorant son expression ou son maintien dans 
la cellule bote (origines de replication , elements d'integration dans le genome 
cellulaire, sequences introniques, sequences poly A de temiinaison de la 
transcription, leaders tripartites...). Ces elements sont connus de I'homme de Tart. 
En outre, le gene d'interet peut egalement comporter en amont de la region 

20 codante une sequence codant pour un peptide signal permettant sa secretion de la 
cellule hote. Le peptide signal peut etre celui du gene en question ou heterologue 
(issu d'un gene quelconque secrete ou synthetique). 

La cassette d'expression du gene d'interet peut etre inseree a un endroit 
quelconque du genome adenoviral. Avantageusement, elle est introduite en 

25 remplacement de la region E3. Lorsque le vecteur adenoviral recombinant 
comporte plusieurs genes d'interet, coix-ci peuvent etre places sous le controle des 
memes elements genetiques (cassette polycistronique utilisant un site interne 
d'initiation de la traduction de type IRES pour reinitier la traduction du second 
cistron) ou d'elements independants. Dans ce cas, ils peuvent etre inseres dans une 



Par ailleurs, la cassette d'expression du gene d'interet peut, en outre. 
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meme region adenovirale (par exemple en remplacement de E3) ou dans des 
regions diflEerentes (par exemple en remplacement de E3 et d'une autre region 
deletee). 

Dans le cadre de la presente invention, Texpression du gene d'interet est 
5 controlee par un promoteur inductible par un activateur transcriptionnel tel que 
defini ci-avant. Au sens de la presente invention, un promoteur inductible 
comprend au moins une sequence cible repondant a Tactivateur transcriptionnel 
mis en ooivre et associee de maniere operationnelle a un promoteur minimal. Les 
sequences cibles ont et6 definies auparavant et sont decrites dans la litterature 
10 accessible a Thomme de Tart (pour rappel, ERE, GRE, EcRE, UAS, 5xE/GRE, 
XRE..,). On indique que Ton peut employer une sequence homologue modifiee par 
rapport a la sequence native mais exer9ant une fonction de regulation similaire ou 
amelioree. Ces modifications peuvent resulter de I'addition, de la deletion et/ou de 
la substitution d'un ou plusieurs nucleotides ou de fijsion entre deux sequences 
1 5 cibles differentes. On peut mettre en oeuvre une ou plusieurs sequences cibles, par 
exemple de 1 a 25, avantageusement de 1 a 10 et, de preference, de 1 a 7, 
eventuellement placees en tandem et dans une orientation quelconque par rapport 
a la TATA box. Elle(s) est (sont) generalement inseree(s) dans le promoteur 
inductible en amont du promoteur minimal, jusqu'a plusieurs centaines de paires 
20 de bases de celui-d. Un exemple de promoteur inductible par un activateur 
transcriptionnel derive du OR, est le LTR du virus MMTV (mouse mammary 
tumor virus) qui contient I'element GRE et des sequences promctrices adequates. 

Un promoteur minimal comprend essentiellement une TATA box et un site 
d'initiation de la transcription fonctionnels dans une cellule ou un organisme h6te. 
25 Ces elements sont classiques dans le domaine de Tart conceme. On peut citer plus 
particulierement les promoteurs minimaux des genes TK, CMV et HSP (promoteur 
minimal du gene de proteine de choc thermique de drosophile depourvu de 
r enhancer). 

En outre, le promoteur inductible en usage dans le cadre de la presente 



wo 00/12741 



PCT/FR99/02051 



-24 



invention peut comporter des elements supplementaires ameliorant le niveau de 
transcription ou le limitant a certains tissus particuliers (de type enhancer). Ces 
elements supplementaires peuvent de maniere alternative etre inseres dans une 
region genique non codante. 
5 Selon im premier mode de realisation, les sequences nucleotidiques codant 

pour I'activateur transcriptionnel et leurs elements de regulation sont portees par 
le vecteur adenoviral recombinant du systeme d'expression selon I'inventioa Les 
cassettes d'expression du gene d'interet et de Tactivateur transcriptionnel peuvent 
etre localisees dans la meme region du genome adenoviral ou en des endroits 
10 dififerents et en orientation sens ou anti-sens I'une par rapport a Fautre. 
L' orientation anti-sens est preferee. Un exemple prefere est foumi par un vecteur 
ET E3' dans lequel chacune des cassettes est inseree a la place des sequences 
adenovirales deletees. 

Selon une autre variante, les sequences nucleotidiques sont portdes par un 
1 5 vecteur d'expression independant autre que le vecteur adenoviral recombinant en 
usage dans le systeme d'expression selon Tinvention. II peut s'agir d'un vecteur 
synthetique (lipides cationiques, liposomes polymeres d'un plasmide ou encore 
d'un vectair viral. D peut etre eventuellement assode a une ou pluaeurs substances 
ameliorant TeflScadte transfectionnelle et/ou la stabilite du vecteur. Ces substances 
20 sont laigement documentees dans la liuerature accessible a I'homme de Tart (voir 
par exemple Feigner et al., 1987, Proc. West. Pharmacol. Soc. 52, 115-121 ; 
Hodgson et Solaiman , 1996, Nature Biotechnology 14, 339-342 ; Remy et al., 
1994, Bioconjugate Chemistry 5, 647-654). A titre iUustratif mais non limitatif, il 
peut s'agir de polymeres, de lipides notamment cationiques, de liposomes, de 
25 proteines nucleaires ou encore de lipides neutres. Ces substances peuvent etre 
utilisees seules ou en combinaison. Une combinaison envisageable est un vecteur 
recombinant plasmidique associe a des lipides cationiques (DOGS, DC-CHOL, 
spermine-chol, spermidine-chol etc..) et des lipides neutres (DOPE). 

Le diobc des plasmides utilisables dans le cadre de la presente invention est 
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vaste. n peut s'agir de vecteurs de clonage et/ou d'expression. D'une mani^re 
generale, ils sont connus de rhomme de I'art et nombre d'eirtre eux sont 
disponibles commercialement mais U est egalement possible de les construire ou les 
modifier par les techniques de manipulation genetique. On peut dter a titre 
d'exemples les plasraides derives de pBR322 (Gibco BRL). pUC (Gibco BRL), 
pBluescript (Stratagene), pREP4, pCEP4 (Invitrogene) ou encore p Poly (Lathe 
et al., 1987, Gene 57, 193-201). De preference, un plasmide mis en oeuvre dans 
le cadre de la pr6sente invention contient une origine de repUcation assurant 
rinitiation de la replication dans une ceUule productrice et/ou une ceUule h6te (par 
exemple. on retiendia Torigine ColEl pour un plasmide destine a gtre produit dans 
K coli et le systeme oriP/EBNAl si Ton desire qu*U soit autorepUcatif dans une 
ceUule hdte manunifere, Lupton et Levine, 1985, Mol. CeU. Biol. 5, 2533-2542 ; 
Yates et al.. Nature 3] 3, 812-815). D peut en outre comprendre un gene de 
selection permettant de s6lectionner ou identifier les cellules transfecttes 
15 (compldmentation dWe mutation d'auxotrophie, gene codant pour la resistance k 
un antiTsiotique...). Bien entendu, H peut comprendre des flements supplementaires 
ameUorant son maintien et/ou sa stabilite dans une ceUule donnte (s&iuence cer qui 
fevorise le maintien monomerique d-un plasmide (Summers et Sherrat, 1984. CeU 
36, 1097-1 103, sequences d'integration dans le genome ceUulaire). 
20 S'a^ssant d'un vecteur viral, on peut envisager un vecteur derivant d'un 

adenovirus, d'un retrovirus, d'un vims assode a I'adenovirus (AAV), d'un virus 
de I'herpes, d'un alphavirus, d'un parvovirus, d'un poxvirus (fowlpox, canaripox, 
virus.de la vaccine notamment de la souche MVA (Modified Virus Ankara) ou 
Copenhagen... etc) ou d'un foamyvirus. On aura de preference recours a un 
25 vecteur non rSpUcatif et, eventueUement, non integratif. 

Les retrovims ont la propriete d'infecter et de s'integrer majoritairement 
dans les ceUules en division et a cet egard sont particulierement appropries pour 
I'application cancer. Un vecteur retroviral convenant a la mise en oeuvre de la 
presente invention comporte les sequences terminales LTR, une region 
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d'encapsidation et les sequences nucl^otidiques codant pour I'activateur 
transcriptionnel dont T expression est controlee par le promoteur retroviral (dans 
le LTR 5') ou par un promoteur interne tel que cite ci-dessus, H peut deriver d'un 
retrovirus d'une origine quelconque (murin, primate, felin, humain etc..) et en 
5 particulier du MoMuLV (Moloney murine leukemia virus), MVS (Murine sarcoma 
virus) ou Friend murine retrovirus (Fb29). II est propage dans une lignee 
d'encapsidation capable de foumir en trans les polypeptides viraux gag, pol et/ou 
env necessaires a la constitution d'une particule virale. De telles lignees sont 
decrites dans la litterature (PA317, Psi CRIP GP + Am- 12 etc.). Le vecteur 
10 retroviral selon Tinvention peut comporter des modifications notamment au niveau 
des LTRs (remplacement de la region promotrice par un promoteur eucaryote) ou 
de la region d'encapsidation (remplacement par une region d'encapsidation 
heterologue, par exemple de type VL30) (voir les demandes fran^aises 94 08300 
et 97 05203). 

15 Un vecteur adenoviral con>aent tout particulierement pour I'expression de 

Tactivateur transcriptionnel enviss^e dans le cadre de la presente invention. On 
aura de preference recours a un vecteur defectif ayant Tune des caracteristiques 
predtees. En particulier, les vecteurs adenoviraux recombinant (portant la cassette 
d' expression inductible du gene d'interet) et independant (portant la cassette 

20 d'expression de I'activateur transcriptionnel) sont de preference tous deux 
deficients pour la fonction El par deletion de tout ou partie de la region El ou 
mutation non fonctionnelle. Le cas echeant, I'un ou I'autre ou les deux peuvent 
etre en outre deficient(s) pour au moins Tune des fonctions E2, E4, LI, L2, L3, L4 
et/ou L5. De meme, une deletion de tout ou partie de la region E3 peut etre 

25 envisagee pour Tun ou les deux vecteurs. 

Selon un mode de realisation avantageux, les vecteurs viraux (vecteur 
adenoviral recombinant et, le cas echeant, ledit vecteur viral independant) £aisant 
partie du systeme d'expression selon Tinvention peuvent etre sous la forme de 
vecteur ADN ou de particule virale infectieuse. 
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La presente invention concerne egaiement un vecteur adenoviral 
recombinant comprenant 

(i) ies sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
placees sous le controle des elements de regulation appropries a leur 

5 expression dans une cellule ou un organisme bote, et 

(ii) un gene d'interet place sous le controle d'un promoteur inductible 
susceptible d'etre active en trans par ledit activateur transcriptionnel. 
Le vecteur adenoviral recombinant selon I'invention peut coder pour un 

activateur transcriptionnel ayant les caracteristiques definies auparavant qui, sous 
10 forme active par un inducteur tel que decrit precedemment, a la capadte d'initier 
ou d'activer la transcription d'un gene controle par un promoteur inductible 
comprenant une sequence able spedfique dudit activateur transaiptionnd telle que 
decrite ci-dessus. 

De maniere alternative, le vecteur adenoviral recombinant selon I'invention 
15 peut coder pour un activateur transcriptionnel procaryotique et, notamment, un 
polypeptide comprenant un DLL et un domaine de liaison a 1' ADN derive d'un 
represseur de I'operon tetracycline (tetR) et un domdne deactivation de la 
transcription quelconque. D s'agit de preference du polypeptide designe dans la 
litterature «trans-activateur tetracycline» tTA (Gossen et Bujard, 1992, Proc, Natl. 
20 Acad. Sd. USA 89, 5547-55 1) dans lequel le tetR isole du transposon TnlO est 
fusionne en phase aux 130 acides amines C-terminaux de la proteine virale VP16. 
Dans ce cas, on mettra en oeuvre un inducteur non naturel activant le tTA, tsl que 
la doxycycline, la tetracycline ou un analogue agoniste. Bien entendu, les 
caracteristiques de la cassette d'expression inductible du gene d'interet sent les 
25 memes que precedemment, mis a part la presence d'une ou plusieurs sequence(s) 
dble(s) repondant a I'activateur transcriptionnel procaryotique. S'agissant de tTA, 
la sequence cible est constituee par I'operateur tetracycline (tetO). Dans le cadre 
de la presente invention, on prefere tout particulierement la combinaison "tet O - 
promoteur minimal" donnant lieu a un promoteur dont le niveau de base de la 
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transcription est naturellement tres faibie mais activable par rinducteur tTA et 
repressible par la tetracycline. 

D n'est pas necessaire de revenir sur le squelette du vecteur adenoviral 
recombinant selon I'invention dans la mesure ou il repond aux caracteristiques deja 
5 mentionnees. 

La presente invention conceme egalement une particule virale infectieuse 
comprenant un vecteur adenoviral recombinant selon I'invention, 

Les techniques de preparation des vecteurs adenoviraux sont largement 
documentees dans la litterature. Dans un premier temps, le genome est reconstitue 

10 par recombinaison homologue dans la lignee 293 (voir noteunment Graham et 
Prevect, 1991, Methods in Molecular Biology, Vol 7, Gene Transfer and 
Expression Protocols ; Ed E. J. Murray, The Human Press Inc, Clinton, NJ) ou 
dans Escherichia coli (Chartier et al., 1996, J. Virol. 70, 4805-4810 ; 
W096/ 17070), II est ensuite necessaire de propager le vecteur afin de constituer 

15 un stock de particules virales le contenant. On utilise a cet efiTet des lignees de 
complementation foumissant en trans les produits d*expression viraux pour 
lesquels le vecteur est defectif. Par exemple, les virus deletes de El peuvent etre 
propages dans la lignee 293, etablie a partir de cellules de rdn embryonnaire 
humEun (Graham et al., 1977, J. Gen. Wol. 36, 59-72). Pour ce qui est des 

20 vecteurs de seconde generation, on peut avoir recours a des lignees complementant 
deux fonctions virales essentielles, telles que celles decrites par Yeh et al. (1996, 
J, Virol. 70, 559-565), Krougliak et Graham (1995, Human Gene Therapy 6, 1575- 
1586), Wang et al. (1995 Gene Therapy 2. 775-783), Lusky et al. (1998, J, Virol, 
72, 2022-2033) et dans les demandes intemationales W094/28152 et 

25 WO97/04119. Une autre alternative repose sur Temploi d'un element viral 
supplementaire, designe "virus auxiliaire" pour complementer au moins en partie 
les fonctions defectives d'un vecteur adenoviral recombinant. Les virus auxiliaires 
de Fart anterieur consistent en un genome adenoviral, eventuellement delete dime 
region essentielle pour laquelle le vecteur recombinant ne necessite pas de 
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complementation. 

L'invention conceme egalement un procede de preparation d'une particule 

virale, selon lequel : 

(i) on introduit un vectair adenoviral recombinant selon l'invention dans 
5 une cellule de complementation capable de complementer en trans 

ledit vecteur, de maniere a obtenir une cellule de complementation 
transfectee, 

(ii) on cultive ladite ceUule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre la production de ladite 

10 particule virale, et 

(iii) on recupere ladite particule virale dans la culture cellulaire. 

Bien entendu, la particule virale peut etre recuperee du sumageant de 
culture mais egalement des cellules. Une des methodes couranmient employee 
consiste a lys& les ceUules par des cycles consecutife de congelation/decongelation 
1 5 pour recueilUr les virions dans le sumageant de lyse. Ceux-d peuvent etre amplifies 
et purifies selon les techniques de Tart (procede chromatographique, 
ultracentrifiigation notamment a travers un gradient de chlorure de cesium...). 

La presente invention conceme egalement une cellule eucaiyote 
comprenant un systeme d'expression inductible, un vecteur adenoviral recombinant 
20 selon l'invention ou infectee par une particule virale selon Tinvention. Aux fins de 
la presente invention, une teUe cellule est constituee par toute ceUule transfectable 
par un vecteur ou infectable par une particule virale, tels que definis ci-avant. Une 
cellule de mammifere et notamment humaine convient tout particulierement. II peut 
s*agir dune cellule primaire ou tumorale d'une origine quelconque, notamment 
25 hematopoYetique (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, monocyte ou 
macrophage...), musculaire (cellule satellite, myocyte, myoblaste, muscle lisse...), 
cardiaque, pulmonaire, tracheale, hepatique, epitheliale ou fibroblaste. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique un systeme d'expression inductible, un vecteur adenoviral 
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recombinant, une particule virale ou une. cellule hote selon Tinvention en 
association avec un vehicule acceptable d'lin point de vue pharmaceutique. 

Une composition selon I'invention est plus particulierement destinee au 
traitement preventif ou curatif de maladies par therapie genique (y compris 
5 immunotherapie) et s'adresse plus particulierement aux maladies proliferatives 
(cemcers, tumeurs, dysplasies...etc), aux maladies infectieuses et notamment virales 
(induites par les virus de ITiepatite B ou C, le HTV, Therpes, les retrovirus., ..etc), 
aux maladies genetiques (mucoviscidose, myopathies, hemophilie, diabete...) et aux 
maladies cardiovasculaires (restenose, ischeraie, dislipidemie...). 

10 Une composition selon I'invention peut etre fabriquee de maniere 

conventionnelle en vue d*une administration par voie locale, parenterale ou 
digestive. £n particulier, on associe une quantite therapeutiquement efiScace de 
Tagent therapeutique ou prophylactique a un support acceptable d*un point de vue 
pharmaceutique. Les voies d*administration envisageables sont multiples. On peut 

15 citer par exemple la voie intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, 
intramusculaire, intraveineuse, intraarterielle, intraperitoneale, intratumorale, 
intranasale, intrapulmonaire ou intratracheale. Pour ces trois demiers modes de 
realisation, une administration par aerosol ou instillation est avantageuse. 
L*administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois 

20 apres un certain delai d*intervalle. La voie d'administration et les doses de virus 
appropriees varient en fonction de divers parametres, par exemple, de Tindividu, 
de la pathologie, du gene dinteret a transferer, de la voie d'administration. A titre 
indicatif, les preparations a base de particules virales peuvent etre formulees sous 
forme de doses comprises entre 10* et lO'* ufp (unites formant des plages), 

25 avantageusement 10^ et 10^^ ufp et, de preference, 10^ et 10^^ ufp. Lorsque Ton 
met en oeuvre un ou des vecteur(s), des doses comprenant de 0,01 a 100 mg 
d'ADN, de preference 0,05 a 10 mg et, de maniere tout a fait preferee, 0,5 a 5 mg 
peuvent etre envisagees. 
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La formulation peut egalement inclure un diluant, un adjuvant ou un 
excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique, de meme que des agents 
de solubilisation, de stabilisation, de preservation. Une composition preferee est 
sous forme injectable. Elle peut etre formulee en solution aqueuse, saline 
5 (phosphate, monosodique, disodique, magnesium, potassium.,,.) ou isotonique. 
Elle peut etre presentee en dose unique ou en muitidose sous forme liquide ou 
seche (poudre, lyophiiisat...) susceptible d'etre reconstituee de maniere 
extamporanee par un diluant approprie. 

La presente invention est egalement relative a I'utiiisadon therapeutique ou 
10 prophylactique d'un systeme d'expression inductible, d'un vecteur adenoviral 
recombinant, d'une particule virale ou d'une cellule hote selon Tinvention pour la 
preparation dun medicament destine au transfert et a I'expression dudit gene 
d'interet dans une cellule ou un organisme hote et, en particulier, au traitement du 
corps humain ou animal par therapie genique. Selon une premiere possibilite, le 
15 medicament peut etre administre directement in vivo (par exemple par injection 
intraveineuse, dans une tumeur accessible, dans les poumons par aerosol, dans le 
systeme vasculaire au moyen d'une sonde appropriee.,.). On peut egalement 
adopter I'approche ex vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (ceUules 
souches de la moelle osseuse, lymphocytes du sang peripherique, ceUules 
20 musculaires...), de les transfecter ou infecter in vitro selon les techniques de Tart 
et de les readminister au patient apres une etape d' amplification eventuelle. La 
prevention et le traitement de nombreuses patiiologies peuvent etre envisages. Une 
utilisation preferee consiste a traiter ou prevenir les cancers, tumeurs et maladies 
resultant d'une proliferation cellulaire non desiree. Parmi les applications 
25 envisageables, on peut citer les cancers du sein, de rutems (notamment ceux 
induits par les papillomas virus), de la prostate, du poumon, de la vessie, du foie, 
du colon, du pancreas, de I'estomac, de I'oesophage, du larynx du systeme nerveux 
central et du sang Oymphomes, leucemie etc.). Elle est egalement utile dans le 
cadre des maladies cardiovasculaires, par exemple pour inhiber ou retarder la 
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proliferation des cellules de muscles lisses dela paroi vasculaire (restenose). Enfin 
pour ce qui est des maladies infectieuses, Tapplication au SIDA peut etre 
envisagee. 

L'invention s'etend egalement a une methode pour le traitement des 

5 maladies par therapie genique, caracterisee en ce que Ton administre a un 
organisme ou a une cellule bote ayant besoin d'un tel traitement un systeme 
d'expression inductible, un vecteur adenoviral recombinant, une particule virale ou 
une cellule bote selon l'invention. 

Enfin, l'invention conceme egalement un activateur transcriptionnel 

10 comprenant un DLL et un domaine de trans-activation derive d'un recepteur 
steroidien et un domaine de liaison a 1' ADN heterologue, notamment derive de la 
proteine de levure Gal4. Un tel activator transcriptionnel est obtenu en ediangeant 
par les tecbniques de biologie moleculaire le domaine de liaison a I'ADN du 
recepteur steroidien par celui de Gal4 (en particulier porte par les residus 1 a 74). 

15 Un hybride ER^ ou GR'*^'' et Gal4 est tout a fait prefere. 

On indique que I'ensemble des denominations utilisees dans la presente 
demande sont conventionnelles dans le domaine de Tart et que la portee inclut 
aussi les equivalents fonctionnels, c'est a dire tout polypeptide, domaine, gene, 
compose obtenu par modification d'un polypeptide, domaine, gene, compose natif 

20 et presentant une activite de meme nature, voire sensiblement augmentee. 

La Figure 1 est une representation schematique de la quantite de FDC 
produite 144 b apres transfection transitoire des cellules 293 par les plasmides 
pTG13064 (CMV-CHl^^), pTG6242 (LTR MMTV-FIX, sens) et pTG13063 (LTR 

25 MMTV-FIX, anti-sens). 

La Figure 2 : Evaluation de I'effet Dose / Reponse Dexamethasone dans 
des cellules A549. L'infection des cellules est realisee avec une MOI = 50 avec 
AdTG13092 ou AdTG13088. L'induction par la dexamethasone est realisee en 
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faisant varier la concentration de 10'^ a 10"^M. 

La Figure 3 : Representation schematique des constructions AdTG13075, 
AdTG13088, AdTG13092 et AdTG13245. 

La Figure 4 (a, b, c et d) : Evaluation in vivo du systeme inductible Grdex 
5 / Dexamethasone avec les differentes constructions testees dans les souris 
C57B1/6. Les valeurs presentees sont les moyennes des valeurs mesurees dans 
chacune des souris traitees. 

La Figure 5 (a, b, c et d) : Evaluation in vivo du systeme inductible Grdex 
/ Dexamethasone avec les differentes constructions testees dans les souris SCID. 
10 Les valeurs presentees sont les moyennes des valeurs mesurees dans chacune des 
souris traitees. 

La Figure 6 : Evaluation d'un effet Dose / Reponse Dexamethasone in vivo 

dans des souris SCID. 

La Figure 7 : Representation schematique de vecteurs adenoviraux derivant 
1 5 du plasmide pTg6401 de premiere et de deujdeme generations. 

La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par les 
exemples suivants. 

EXEMPLES 

20 Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques 

generales de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et 
al., (1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY ou une edition plus recente) ou selon les recommandations du 
febricant lorsqu'on utilise un kit commercial. Les etapes de clonage sont realisees 

25 dans les souches£. coli 5K (hsdR, mcrA), DH5a [(recAl, endAl, hodRlV (r-m-), 
supE44 thi-1, gyrA (nalr)] ou NM522 (supE, tiii, AOac-proAB), AhsdS, (r-m-), (F' 
proAB, lacl^, ZAM15) et celles de recombinaison homologue dans la souche E. 
coli BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580). S'^ssant de la 
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reparation des sites de restriction, la technique employee consiste en un 
remplissage des extremites 5* protuberantes a I'aide du grand fragment de I'ADN 
polymerase I d'£l coli (Klenow, Boehringer Mannheim). Les fragments d'ADN 
sont purifies a I'aide du kit de purification d'ADN GeneCleanll^ (BiolOlInc). Par 
5 ailleurs, les fragments de genome adenoviral employes dans les diSerentes 
constructions decrites d-apres, sont indiques precisement selon leur position dans 
la sequence nucleotidique du genome de TAdS telle que divulguee dans la banque 
de donnees Genebank sous la reference M73260. 

En ce qui conceme la biologic celluiaire, on a recours aux lignees 
10 cellulaires 293 (Graham et al, 1977, supra ; disponible a TATCC sous la reference 
CRL1573), A549 E1+ (W094/28152), A549 (ATCC CCL-185) et Vero (ATCC 
CCL-81). n est ent«idu que d'autres lignees cellulaires peuvent etre utilisees. Les 
cellules sont maintenues en culture a 3TC en atmosphere humide enrichie a 5% de 
CO2 dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco BRL) 
15 complemente avec 1 mM de glutamine, 1% d'acides amines (Gibco BRL), AQ\i%/\ 
de gentamydne et 10% de serum de veau foetal (SVF,Gibco BRL). La transfection 
et la transduction des cellules est realisee sdon les techniques de I'art (predpitafion 
au phosphate de calcium...) 

20 EXEMPLE 1 : Construction d'un vecteur adenoviral co-exprimant 
Factivatcur transcriptionncl ER^ et le gene FIX regule par les 
sequences ERE. 

L'ADNc du gene sauvage ER est contenu dans le plasmide pSGl-HEO 
25 (Tora et al., 1989, EMBO J. 8, 198 1-1989). Le domaine de liaison aux oestrogenes 
du recepteur ER (fragment Bamm-Xbal) est remplace par celui du mutant ER^ 
(G521R) porte par le fragment Notl-Xbal de pCre-ER^ (Feil et al., 1996, Proc. 
Nad. Acad. Sd. USA 95, 10887-10890). Les sequences ER^ sont inserees dans le 
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site EcoBI du vecteur de transfert pTG6600, A titre indicatit pTG6600 est un 
vecteur p polyH (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201) dans lequel sont inserees 
les sequences Ad5 1 a 458, le promoteur precoce CMV, les sequences d'^issage 
hybrides trouvees dans le plasmide pCI (Promega Corp, comprenant le site 

5 donneur d'epissage de I'intron 1 du gene p-globine humaine et le site accepteur 
d'epissage du gene d'immunoglobuline de souris), les sequences de 
polyadenylation du virus SV40 et les sequences Ad5 3328-5788. Une teUe 
construction est a la portee de rhomme de Tart. Le verteur ainsi obtenu pTG6237 
contient la cassette d'expression CMV-ER^ presente dans la region El. La 

10 construction finale designee pTG6246 est reconstituee par recombinaison 
homologue (Chartier et al.. 1996, J. Virol. 70, 4805-4810) entre le fi-agment Pac/- 
Bst EH isole du vecteur precedent et pTG4656 linearise par CM. Ce dernier est 
un plasmide adenoviral EV £3" contenant dans El le gene LacZ sous le contrdle 
du promoteur MLP (decrit dans la demande FR97 06757). Ainsi le genome 

1 5 adenoviral porte par pTG6246 comprend la cassette CMV-ER^ dans la region El 

et est delete de la region E3. 

L' ADNc du FIX humain (Anson et al, 1984, EMBO J. 3, 1053-1060) est 
clone sous forme d'un fi-agment BamHl isole d'un plasmide de Tart anterieur (par 
exemple decrit dans le brevet 88 14635) et insere en aval du promoteur minimal 

20 TK-HSV precede de la sequence ERE (Klein-Hitpass et al., 1986, CeU 45, 1053- 
1061). La cassette est introduite dans le site Bgia de pTG4664 en orientation sens 
et antisens (donnant respectivement pTG13227 et pTG13228). Le plasmide 
pTG4664 comprend les nucleotides 25838 a 320004 de I'AdS deletes des 
nucleotides 27871 a 30748 de la region E3. Une recombinaison homologue avec 

25 le plasmide pTG6401 digere par Sfii (comportant le genome Ad5 delete des 
regions El et E3) pennet de generer les vecteurs adenoviraux El" £3' portant la 
cassette inductible ERE/TKp-FIX en orientation sens et antisens dans la region E3. 
La construction sens (coirespondant au sens de transcription de E3) est deiommee 
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pTG13235 et la construction anti-sens pTG13236. 

Les vectairs doublement recombinants contenant les cassettes d' expression 
CMV-ER^ et EKE/TKp-FIX a la place des regions El et E3 respectivement sont 
generes par recombinaison homologue entre les fragments portant la cassette 
5 inductible FIX isoles des vecteurs pTGl 3227 et pTGl 3228 et le vecteur pTG6246. 
On obtient pTG13233 et pTG13234 selon Torientation de la cassette inductible. 

EXEMPLE 2 : Construction d^un vecteur adenoviral co-exprimant 
I'activateur transcriptionnel GR***^* et le gene FIX regule par 
10 les sequences GR£. 

L'ADNc du recepteur GR**"' porte par le fragment EcoBl (2,7Kb) du 
plasmide pHGl (Kumar et al., 1987, CeU 57, 941-951) est done dans le site £coRI 
du vecteur pTG6600, pour donner pTG13064. Le vecteur adenoviral pTG13075 
1 5 contenant la cassette d'expresaon CMVp-GR*"" en remplacement de la region El 
et delete de la majorite de la region E3 est obtenu par recombinaison homologue 
entre le fragment Pacl-Bst EII isole du vectcair precedent et pTG4656 linearis^ par 

Le fragment BamHl contenant T ADNc du FIX humain est insere en aval 
20 du LTR de MMTV contenant la sequence GRE (Cato et al., 1986, EMBO J. 5, 
2237-2240). La cassette est ensuite introduite en orientation sens et antisens dans 
le site Bgin. de pTG4664 bordant les sequences E3 deletees. Les vecteurs de 
transfert sont designes pTG6242 (sens) et pTG13063 (anti-sens). Une 
recombinaison homologue avec le plasmide pTG6401 digere par Sfrl (comportant 
25 le genome adenoviral dfldte des regions E I et E3) permet de generer les vecteurs 
adenoviraux El" E3" portant la cassette inductible LTR MMTV-FIX en orientation 
sens et antisens dans la region E3. La construction sens (identique au sens de 
transcription de E3) est denommee pTG13082 et la construction anti-sens 
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pTG13088. 

Une recombinaison homologue avec le plasmide pTG13075 permet de 
generer les vecteurs adenoviraux El" E3' portant la cassette inductible LTR 
MMTV-FDC en orientation sens et antisens dans la re^on E3 et la cassette CMV- 
5 GR*^*^ dans la region El . La construction sens (identique au sens de transcription 
de E3) est denonunee pTG13083 et la constmction anti-sens pTG13092 (sens de 
transcription inverse pour les cassettes FIX et GR^""^). 



EXEMPLE 3 ; Construction d'un vecteur adenoviral co-exprimant 
1 0 Tactivateur transcriptionnel VgEcR et le gene FIX regule par 

les sequences 5xE/GRE, 

Le plasmide pVgRXR (In Vitrogen) comprend les deux sous-unites 
composant I'activateur transcritionnel activable par I'ecdysone ou son analogue 
15 muristerone A. La premiere est composee du recepteur de Tecdysone (VgEcR) 
modifie au niveau de trois acides amines du domaine de liaison a T ADN de fe^on 
a obtenir une sequence analogue a celle du recepteur GR et fusionne en phase au 
domaine de trans-activation de VP16 et la seconde du recepteur de I'acide 
retinoique humain RXR (No et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 3346- 
20 3351). Les deux ADNc codant pour VgEcR et RXR diriges par les promoteurs 
CMV et RSV respectivement sont modifies par introduction d'un intron en 5' des 
sequences codantes (intron de pCI pour CMVp-VgEcR et intron P-globine de 
lapin pour RSVp-RXR) et sont intt-oduits dans la region El d'un vecteur 
adenoviral selon la technique precedente. 
25 Les sequences codant pour le FIX humain sont introduites en aval d'un 

promoteur inductible comprenant la sequence cible 5xE/GRE couplee au 
promoteur minimal Ahsp (pIND ; In Vitogen). Comme precedemment, la cassette 
est introduite dans les deux orientations dans le site Bgin de pTG4664. La 
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recombinaison homologue avec pTG6401 digere par SJrl permet de generer les 
plasmides portant ia cassette inductible dans la region £3 en orientation sens ou 
anti-sens. 

On obtient le vecteur adenoviral doublement recombinant par 
5 recombinaison homologue avec le vecteur de transfert contenant les sequences 
VgEcR et RXR. 

EXEMPL£ 4 : Production des adenovirus. 

10 Les vecteurs adenoviraux recombinants contenant les cassettes 

d' expression des activateurs et/ou du FIX sent liberes des plasmides 
correspondants(pTG13083, pTG13092, pTG13233, pTGl 3234..,) par digestion 
Pad avant d'etre transfectes dans la lignee de complementation 293. Le lysat 
cellulaire est recolte, soumis a trois etapes successives de 

15 congelation/decongelation afin de liberer les particules virales puis clarifie par 
centrifligation a 3500 rpm pendant 5 min. Les virions presents dans le sumageant 
peuvent etre eventuellement amplifies par passage sur une lignee permissive (293 
ou A 549-E1+) et purifies sur gradient de chlorure de cesium selon les techniques 
de Fart. Le stock adenoviral est dialyse dans un tampon de formulation approprie 

20 tel que decrit dans WO98/02522 (par exemple saccharose IM, NaCl 150 mM, 
MgCh ImM, Tris-HCl 10 mM et Tween 80 0,1%). Le titre viral est determine en 
unites infectieuses par dosage de la proteine DBP par immunofluorescence (Lusky 
et al., 1998, J. Virol. 72, 2022-2032) ou en nombre de particules virales par mesure 
spectrophotometrique a 260 nm. 

25 Un vecteur controle est construit en inserant T ADNc du facteur DC humain 

sous le controle du promoteur CMV isole du plasmide pCI (Promega). La cassette 
d'expression constitutive est introduite dans la region E3, dozmant pTG13231 
(orientation sens) et pTG13232 (orientation anti-sens). Les virions sont produits 
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selon la meme methodologie que ci-dessus. 

Une recombinaison homologue entre les plasmides pTG13231 et 
pTG13232 et le plasmide pTG6401 linearise par Srji permet d'obtenir 
respectivement les plasmides pTG13244 et pTG13245 portant la cassette 
5 d' expression constitutive CMV-FDC en orientation sens et antisens dans la region 
E3. 

EXEMPLE 5 : Evaluation in vitro du systerae inductible par GR**". 



10 Les vecteurs de transfert pTG13064, pTG6242 et pTG13063 portant 

respectivement les cassettes CMV-GR^'^ LTR MMTV-FDC (sens) et LTR 
MMTV-FDC (anti-sens) sont transfectees de maniere transitoire dans les cellules 
293 (Sjig d'ADN pour 10^ cellules). En outre, le plasmide pTG13064 est co- 
transfecte avec soit pTG6242 ou pTG13063. Les cultures sont poursuivies en 
15 presence de dexamethasone (10*^ M) ou en son absence. Les sumageants 
ceUulaires sont preleves 48, 96, 120 et 144 heures apres transfection et la quantite 
de FIX prodmte est determinee par ELISA (kit Asserachrom ; Diagnostica Stago). 
Les resultats presentes dans la Figure 1 montrent une induction de la production 
de FIX en presence de I'activateur GR'^'''' active par la dexamethasone. Le 
20 recepteur exprime par pTG13064 est done fonctiomiel dans la mesure ou a I'etat 
active (en presence de dexamethasone), il peut se fixer sur les motifs GRE du 
MMTV et induire la transcription du gene FIX. L'activite basale du systeme est 
tres feible. En efifet, la quantite de FIX produite en I'absence de dexamethasone ou 
de pTG13064 est faible, voire negligeable. 
25 La cinetique d'expression du FIX en fonction du temps montre que le 

niveau de production maximal est atteint 120 h apres la transfection. Au dela, la 
concentration stagne ce qui peut s'ocpliquer par I'etat des cellules (a confluence) 
et un appauvrissement du milieu et probablement en dexamethasone. 
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L'efficacite du systeme a egalement ete evalue par infection adenovirale en 
presence de dexamethasone ou non. Les cellules hotes non permissives Vero ou 
A549 sont infectees par les virions AdTG13083 ou AdTG13092 portant les 

doc 

cassettes CMV-GR et MMTV-FK (sens pour le premier virus et anti-sens pour 
5 le second) ou co-infectees par les adenovirus AdTG13075 (CMV-GR*^^ et 
AdTG13082 (MMTV-FDC sens) ou AdTG13088 (NdMTV-FIX anti-sens). On 
utilise une MOI (multiplicite d'infection) de 100 pour les experiences d'infection 
et 50 pour chacun des virus dans les cas de co-infection. La quantite de FIX 
produite dans les sumageants de culture est dosee par ELIS A 
10 Dans les ceUules Vero, Texpression du FIX n'est quantifiable qu'apres 

infection par les virions AdTG13092 portant les deux cassettes et en presence de 
rinducteur. Aucune induction n'a lieu en absence de dexamethasone ou du 
recepteur GR^^. II est a noter que ces cellules n'expriment pas le GR sauvage. 

En cellule A549, le FIX est produit en presence de dexamethasone dans les 
1 5 cellules infectees par AdTG13088 ou AdTG13092. II est a noter que ces cellules 
expriment le GR sauvage. Cependant le niveau de FIX est diflfere dans le temps en 
I'absence de GR*^"" (virion AdTG13088). 

En conclusion, le systeme inductible mettant en oeuvre le recepteur GR***^ 
et la dexamethasone est fonctionnel dans les constructions dans lesquelles la 
20 cassette inductible MMTV-FIX est en orientation anti-sens (AdTG13088 et 
AdTG13092). Par aiUeurs, le systeme d'induction en cis (cassettes portees par un 
seul virus) est sensiblement plus productif qu'un systeme en trans mettant en 
oeuvre deux virus, notamment dans les cellules Vero. 

Par aiUeurs, I'etude a ete reproduite en fiiisant varier les MOI. Les cellules 
25 Vero sont infectees par le vims AdTGl 3092 a une MOI de 1 0, 50 ou 1 00. A titre 
de controle, on utilise T AdTGl 3075. Le dosage du FIX est eflfectue 48 et 72 h 
apres I'infection. On observe une production de FIX quelque soit la MOI 
employee, mais le niveau optimal d' expression est obtenu pour une MOI de 50. 
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On a egalement fait varier la concentration en inducteur de 10"^ a 10"^ M. 
A forte concentration, la dexamethasone s'avere cytotoxique se traduisant par une 
moindre expression du FIX A faible concentration (10"^ M et au dela), Tinduction 
n*est pas eflBcace. L'optimum se situe a 10'^ M. 
5 Une analyse de I'efFet « dose-reponse » plus detaillee a ete conduite en 

faisant varier la concentration en Dexamethasone de 10'^ a 10"^ M, Cette etude a 
ete realisee en cellules A549 exprimant le recepteur GR sauvage. Une activation 
peut par consequent avoir lieu par le biais de ce recepteur activable par la 
Dexamethasone. En realite, on observe pour une concentration en Dexamethasone 

10 de 10'^ M, que I'expression du Facteur DC ne peut etre induite qu'apres infection 
par le vecteur AdTG13092 codant pour le recepteur modifie OR**"". Cette 
concentration est ailleurs trop faible pour permettre T activation du recepteur GR 
endogene (Figure 1). Par consequent, nous avons montre que Tinduction du gene 
rapporteur peut se faire de fa9on controlee et selective, y compris en presence du 

15 recepteur GR sauvage, en utilisant des doses de ligand plus faibles. Get aspect est 
important en vue d'applications in vivo, conditions naturelles pour lesquelles le 
recepteur GR sauvage est exprime. 

EXEMPLE 6 : Evaluation in vivo du systeme inductible par GR^" 

20 

Le virus AdTG13092 est injecte par voie intraveineuse a des souris 

8 8 

immunocompetentes C57B1/6 a raison de 4x10 ou 8x10 ui. La dexamethasone 
est administree aux animaux par voie intraperitoneale a une concentration de 100 
|j.g pendant 3 jours consecutifs (a JO, Jl et J2). Les serum sont preleves 
25 regulierement a partir du 3ieme jour suivant I'infection et la quantite de FIX 
produite est evaluee par ELISA. On observe dans ces conditions une production 
significative de FIX. 
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£X£MPL£ 7 : Evaluation in vivo du systeme inductible GR dans des 
souris immunocompetentes. 

Les virus AdTG13092, AdTG13088 et AdTG13245 sont injectes par voie 
5 intraveineuse a des souris immunocompetentes C57BI/6 a raison de SXlO^iu, Les 
virus AdTG13088 et AdTG13075 (Figure 3) sont egalement co-injectes a raison 
de 5X10* iu chacun. 

La phase d'induction est reaiisee en injectant par voie intraperitoneale 
100 [ig de Dexamethasone pendant 3 jours consecutifs (a J0-J1-J2, J21-J22-J23 
10 et J42-J43-J44). 

Les serums des souris traitees sont preleves a differents temps afin 
d'evaluer la production du Facteur IX par la technique ELISA. 

Les resultats (Figures 4a, b, c et d) montrent que : 

- I'expression du gene rapporteur Facteur IX est induite par la 
15 Dexamethasone aussi bien apres injection du vecteur AdTG13092 

contenant la cassette d' expression du trans-activateur GR**** ainsi que 
la cassette inductible MMTV-FIX, qu'apres co-injection de deux 
vecteurs portant chacun Tune de ces cassettes d'expression ; 

- I'expression du FIX est egalement induite par la Dexamethasone apres 
20 injection du vecteur AdTG13088 seul. Dans ce cas, le niveau 

d'expression du FIX reste stable au cours des trois inductions. Cette 
induction est reaiisee par le biais du recepteur GR sauvage, exprime par 
les cellules murines et activable par la Dexamethasone. Neanmoins, on 
peut noter qu'a la premiere induction, le niveau d'expression du FIX 
25 est 10 fois inferieur a celui obtenu dans le cas des souris exprimant le 

recepteur modifie GR**^ ; 

- aucune expression n'est detectee en absence de Dexamethasone, quel 
que soit le vecteur injecte. On peut valablement en conclure que les 
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quantites de glucocorticoides endogenes sont trop faibles pour 
permettre i' activation du promoteur MMTV via le recepteur GR 
sauvage ; 

- en presence du recepteur modifie GK^, le niveau d'expression du FIX 
5 est comparable au promoteur constitutif CMV. 

EXEMPLE 8 : Evaluation in vitro du systeme inductible par GR***^ dans des 
souris immunodeficientes. 

10 Les virus AdTG13092, AdTG13088 et AdTG13245 (voir Figure 3) sont 

injectes par voie intraveineuse a des souris immunodeficientes scid/scid a raison de 
5X10^ iu. Les virus AdTG13088 et AdTG13075 sont egalement co-injectes a 
raison de 5X10^ iu chacun. L'induction est realisee en injectant par voie 
intraperitoneale 100 jag de Dexamethasone pendant 3 jours consecutifs (a J0-J1-J2, 
15 J21-J22-J23 et J42-J43-J44). 

Les serums des souris sont preleves a differents temps afin d'evaluer la 
production du FIX par la technique ELIS A. 

Les resultats (Figures 5 a, b, c et d) sont comparables a ceux observes dans 
le cas de souris immunocompetentes : 
20 - I'expression du FIX est induite apres injection de Dexamedmsone chez 

les souris exprimant le recepteur modifie GR"*" (injection AdTG13092 
ou AdTG13088+AdTG13075). Le niveau d'induction chute d'un log 
apres la deuxieme et la troisieme injections de ligand, puis reste stable 
pendant la duree de Fexperience (7 mois). Les niveaux d'induction sont 
25 comparables en cis (injection d'un veaeur adenoviral unique) et en 

trans (injection de deux vecteurs adenoviraux) ; 
- I'expression du FIX est induite par la Dexamethasone apres iiyection 
du vecteur AdTG13088, par le biais du recepteur GR sauvage. Le 
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niveau d'induction est stable au cours du temps ; 
aucune expression basale du FIX n'est detectee en absence de 
Dexamethasone, quel que soit le vecteur injecte ; 
le niveau d'induction en presence du GK^'^ est comparable a 
5 I'expression du gene liee au promoteur constitutif CMV (du moins lors 

de la premiere induction) ; 

des Etudes complementaires ont permis de montrer la presence de 
I'ADN viral par Southern blot, ainsi que I'expression du GR**"' par 
Northern blot, apres injection du vect«jr AdTG13092 ou AdTG13075 
10 (au moins jusqu'a 56 jours apres injection des vecteurs adenoviraux). 

EXEMPLE 9 : Evaluation d^une dose-reponse in vivo dans des souris 
immunodeficientes.. 

15 Les vecteurs AdTG13092 et AdTG13088 sont injectes par voie 

intraveineuse a des souris immunodeficientes scid/scid a raison de 5X10* iu. 
L'induction est realisee en injectant par voie intraperitoneale 50 ou 5 ^xg de 
Dexamethasone pendant 3 jours consecutifs (a J0-J1-J2 et J21-J22-J23). Les 
serums sont preleves a dififerents temps afin d'evaluer la production du FIX par 

20 ELISA. 

Des etudes prealables ont permis de montrer que Tinjection de 3X100 |ig, 
3X50 |ig ou 3X20 (ig de Dexamethasone pennet d'obtenir des niveaux d'induction 
equivalents. Dans cette etude, les inventeurs ont identifie une dose de ligand 
permettant d'activer I'expression du g6ne rapporteur via le recepteur modifie GR**" 
25 apporte par un vecteur adenoviral (AdTG13092), mais incapable d'activer cette 
expression par le biais du GR endogene (injection AdTG13088). 

L'injection de 3X5 ^ig de Dexamethasone permet d'activer I'expression du 
FDC en presence du GR**", mais est incapable d'activer cette expression par 
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rintermediaire du GR endogene (Figure 6). Cette dose permet par consequent 
d'activer 1' expression du transgene de fa^on controlee et selective, meme en 
presence du recepteur sauvage. 

5 EXEMPLE 10 : Mise au point d'un systeme d' expression inductible capable 
de prevenir le developpement d'une reponse immunitaire 
apres administration in vivo de vecteur adenoviraL 

Les vecteurs adenoviraux representent un systeme de choix pour transferer 
10 un gene therapeutique chez un patient. Cependant, T expression du transgene est 
generalement transitoire. Pour cette raison, il est necessaire de repeter les 
administrations du vecteur adenoviral afin d' assurer une expression prolongee du 
gene therapeutique. Malheureusement, une premiere injection d' adenovirus 
entraine frequemment le developpement d'une reponse immunitaire qui empeche 
1 5 toute nouvelle administration. Dans le cadre de la presente invention, les inventeurs 
ont developpe une nouvelle approche reposant sur 1' expression d'une molecule 
immunosuppressive capable d'empecher la mise en place de cette reponse 
immunitaire anti-adenovirus. Pour cela, les inventeurs ont insere le gene codant 
pour I'interleukine-lO (IL-10) dans un systeme d'expression inductible porte par 
20 un vecteur adenoviral. L'expression regulee et controlee de I'lL-lO permet ainsi 
la mise au point de protocoles pour lesquels la readministration de vectoirs portant 
le gene therapeutique est possible. 

a) Implication de la reponse immunitaire dans la persistance des adenovirus 
25 recombinants 

- Reponse immunitaire ceilulaire : 
Vecteur delete des regions El et E3 

L'importance de la reponse immunitaire a ete mise en evidence lors 
d'experiences realisees dans des souris immunocompetentes ou iramunodeficientes 




wo 00/12741 PCT/FR99/02051 

- 46 - 

(Yang Y., F. A. Nunes, K. Berencsi, E, E: Furth, E. Gonczol and J. M. Wilson. 
1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91 :4407-4411). AinsL, I'expression du gene 
rapporteur lacZ est transitoire apres injection du vectair adenoviral dans des souris 
immunocompetentes, mais stable dans des souris inununodeficientes. Ces etudes 
5 suggerent done que les cellules transduites sont detruites par les lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL), En outre, il a ete montre que la generation des CTL est 
induite par les particuleis virales injectees, et non seulement par les proteines >nrales 
neo-synth6tisees. 

10 Vecieur delete des regions El, E3 et E4 ou E2a 

Les deletions des regions £4 ou £2a font disparaitre toute expression 
residuelle de proteine virale. Toutefois, la toxicite n'est pas diminuee en eliminant 
la region E2a. Par contre la deletion de la region E4 conduit a une diminution 
significative de la toxicite hepatique apres injection intraveineuse. Malgre une 

15 persistance de I'ADN, 1' expression du transgene est toutefois souvent reduite de 
fa9on importante. 

- Reponse immunitaire humorale 

Plus de 85% de la population mondiale est inmiunisee contre T adenovirus 
20 et possede des anticorps anti-adenovirus diriges contre les serotypes 2 ou 5. Si 
aucune re-infection ne se produit, le titre en anticorps neutralisants chute pour 
atteindre un niveau indetectable au bout de 2 ans. Ces anticorps peuvent empecher 
la fixation du virus sur le recepteur membranaire et sa translocation dans le 
cytoplasme. 

25 Quelles que soient les deletions du genome adenoviral, le systeme 

immunitaire humoral est susceptible de reconnaitre les proteines de la capside virale 
et de produire des anticorps naatralisants anti-adenovinis. Des strategies 
d'immunosuppression sont done requises pour permettre une readministration. 
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b) Strategic d' immunosuppression de la reponse immunitaire humorale 
L'interleukine-10 est cxjnnue pour avoir des proprietes 
immunosuppressives et a montre des resultats prometteurs dans le cas des rejets 
de greffe et dans des traitements anti-inflammatoires, L*IL-10 est secretee par de 
5 nombreuses ceUules (monocytes / macrophages, cellules T, cellules B apres 
activation par un antigene) et a de nombreuses cellules cibles (dont les monocytes 
/ macrophages, les ceUules B, les cellules T, les neutrophiles et les ceUules 
endotheliales). EUe a un effet pleiotropique et possede des acti\dtes 
immunostimulatrices ou immunosuppressives selon le type cellulaire, Les 
10 interleukines-10 humaine et de rat sont tres homologues, 84 % d'homologie au 
niveau nucleotidique et 73% au niveau proteique. 

L'DL-IO a un effet immunosuppresseur sur les monocytes/macrophages. 
Elle inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines, ainsi 
que I'expression du CMH de classe II et des molecules de co-stimulation. EUe 
15 limite aussi la duree de la reponse inflammatoire des granulocytes et des 
eosinophiles. 

A Toppose, I'DL-IO stimule la viabilite, la secretion d'anticorps et 
I'expression du CMH de classe U des lymphocytes B. Elle possede egalement un 
rdle de stimulation sur les mastocytes et sur les ceUules T CD8^. Globalement, I'lL^ 
20 10 a toutefois un tres fort effet immunosuppresseur. 

Les proprietes anti-inflammatoires et immunosuppressives de TIL-IO 
pourraient intervenir dans la suppression de la production d'anticorps neutralisants 
contre Fadenovirus recombinant. En effet, la co-injection d'adenovirus codant pour 
riL-10 et pour la p-galactosidase empeche Tinduction de la reponse immunitaire 
25 contre le virus et la production de CTL, permettant ainsi une expression prolongee 
du gene rapporteur . 

Cependant, une immunosuppression prolongee est associee a des effets 
secondaires non negligeables il est done souhmtable d'obtenir une 
immunosuppression de fagon transitoire et regulable. 
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c) Sy Sterne inductible seion T invention 

Le systeme que nous avons developpe est base sur I'induction par les 
hormones. En eflfet, celles-ci vont se fixer sur leur recepteur nucleaire, constitue 
5 d'un domaine de fixation a 1' hormone, d'un domaine de fixation a I'ADN et d'un 
domaine de transactivation. Apres changement conformationnel et fixation sur les 
elements cibles localises au niveau de T ADN, la transcription du gene situe en aval 
du promoteur regulable sera ainsi activee. Afin d'eviter toutefois T activation par 
les hormones endogenes, elements non controlables, les inventeurs ont choisi 

10 d'utiliser des recepteurs modifies au niveau du domaine de fixation a 1' hormone, 
Ces recepteurs mutes tels que les recepteurs aux oestrogenes ou a la progesterone 
sont capables de repondre a des ligands exogenes synthetiques, mais pas aux 
hormones endogenes. 

Les inventeurs ont developpe un systeme base sur le recepteur aux 

15 glucocorticoYdes modifie, GR*^, capable d'induire I'expression du transgene situe 
en aval des elements GR£ (Glucocorticoid Responsive Element) apr^s activation 
par la dexamethasone, mais pas par les glucocortico'ides endogenes. Au cours de 
cette etude, difKrents vecteurs adenoviraux exprimant TEL-IO de &9on inductible 
ont ete generes, afin d'evaluer leurs efiFets sur la reponse immunitaire anti- 

20 adenovirus. 

d) Generation des vecteurs adenoviraux 

Tous les vecteurs adenoviraux derivent du plasmide pTg6401 comportant 
le genome de Tadenovims humain de type 5 delete des nucleotides 459 a 3327 
25 (region )E1) et des nucleotides 28 592 a 30 470 (region )E3). 

Insert en El : Le gene modifie GR**" est introduit dans la region El du 
genome de I'adenovirus de type 5 par recombinaison homologue entre le plasmide 
pTg6401 et le plasmide de transfert contenant I'ADNc GR**" sous controle du 
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promoteur CMV (Cytomegalovirus), d'un intron chimerique (pCI, Promega) et 
d'un signal de polyadenylation du SV40. 

Insert en E3 : L'ADNc de I'lL-lO de rat (Feng L., W.W. Tang, J,C. Chang 
5 and C.B. Wilson. 1993. Biochem. Biophys Res. Commun.. 192 :452-45) a ete 
obtenu par PCR inverse sur les ARNm totaux de cellules de rat au moyen des 
oUgonucleotides OTG12237 (CT AGTCT AGA CCACC ATGCT TGGCTCAGCA 
CTGCT=SEQ ID N° 1) et OTG12243 (TTTATAGCGG CCGCTCAATT 
TTTCATTTTG AGTG^SEQ ID N° 2), par 30 cycles de denaturation (1 minute 
10 a 95°C), hybridation des amorces (1 minute a 65°C) et extension (1 minute a 
72^C). L' ADNc est place en aval de 4 elements de reponse aux glucocorticoides 
GRE (Glucocorticoid Responsive Element) contenus dans le promoteur LTR du 
MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus). Cette cassette d' expression est 
introduite dans le plasmide de transfert delete de la region E3 dans Torientation 
1 5 anti-sens par rapport a la region E3 sauvage de Tadenovirus. 

Une recombinaison homologue de ce vecteur de transfert avec les vecteurs 
adenoviraux Ad-GR*^ ou pTg6401 permet de generer respectivement soit un 
vecteur portant la cassette d'expression de I'activateur en El et la cassette 
inductible en E3 en orientation antisens (Ad-GR'"-MMTV/IL-10-E4 sauvage) soit 
20 un vecteur contenant uniquement la cassette d'induction en E3 (Ad-AEl- 
MMTV/IL10-E4 sauvage). 

L'ADNc de lTL-10 de rat a egalement ete place sous controle du 
promoteur CMV. Cette cassette d'expression constitutive a ete inseree dans la 
region E3 de pTg6401 en orientation antisens (Ad-AEI-CMV/ILIO). 
25 Toutes les constructions de deuxieme generation sont obtenues par 

recombinaison homologue entre le plasmide de transfert contenant les cadres de 
lecture 3 et 4 (ORF3,4) de la region E4 et les vecteurs de premiere generation 
precedents. 

L'ensemble des constructions de premiere et de deuxieme generations sont 
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illustrees dans la Figure 7. 

e) Evaluation de I'expression de I'lL-lO in vitro 
Transfectiorj trcmsitoire dans des cellules 293 
5 Les cellules 293 sont transfectees par las plasmides de transfert contenant 

les cassettes d'expression de Tinterleukine-lO de rat en presence ou non de la 
cassette d'expression de Tactivateur GR*^. Elles sont mises en culture en presence 
ou non de dexamethasone (10"^ M) en DMEM 10% SYF. Les sumageants sont 
preleves a differents temps. afin d'analyser Texpression du transgene. 

10 

Validation in vitro des adenovirus recombinants dans des cellules A549 
eiVERO 

. Les cellules A549 et VERO sont ensemencees la veille a 3. 10^ cellules dans 
des plaques de 6 puits. Les cellules sont infectees a une MOI de 50 avec les 
15 differents prestocks viraux dans 250 ^1 DMEM 2% SVF. Apres 30 minutes 
d'adsorption a 3ml de DMEM 2% SW sont rajoutes sur les cellules en 

presence ou non de dexamethasone lO'^M. Les sumageants sont preleves a 
differents temps afin d'analyser I'expression du transgene. 

20 Quantification de I 'expression de 1 71- JO de rat par test ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay) 

La detection de I'lL-lO de rat est realisee a Taide du kit OptEL\™ 
(Pharmingen). Les kits sont utilises selon les specifications des fabricants. 

L'induction de TIL-IO par la dexamethasone a ete evaluee par transfection 

25 transitoire des plasmides de transfot dans des cellule 293. La capadte d' induction 
est analysee en co-transfectant le vecteur de transfert MMTV-ILIO avec le vecteur 
exprimant le trans-activateur GR*^. La transfection du plasmide MMTV-ELIO sail 
indiquera le niveau d'expression de I'lL-lO en absence du trans-activat^r. De plus, 
le niveau d'induction est compare a I'expression constitutive de TIL-IO sous 
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controle du promoteur CMV, en transfectant egalement ce plasmide dans les 
cellules 293. L'induction est realisee en presence ou non de dexamethasone a une 
concentration de 10^ M. Les sumageants de culture sont preleves 72 et 120 heures 
apres la transfection afin de quantifier TIL- 10 par kit ELISA , La co-transfection 
5 des plasmides MMTV-ILIO et GR** en presence de dexamethasone permet 
l'induction de l'IL-10 (50 ng / ml a 120 H post-transfection). 

Les inventeurs ont demontre que I'apport du trans-activateur GR^ et du 
ligand dexamethasone permet une induction de Texpression de I'lL-lO sous 
controle du promoteur inductible MMTV. 

1 0 L'efificacite d'induction de TIL-IO par la dexamethasone couplee au GR*^ 

a ete evaluee in vitro par infection des cellules humaines A549 et des cellules 
simiennes VERO avec les vecteurs Ad-MMTV-DLIO ± AdGR*^ ou Ad-GR**"- 
MMTV-ILIO. Ces deux types d'infection permettent d'evaluer TeflBcacite 
d'induction en trans ou en cis. Les cultures cellulaires sont realisees en presence 

15 ou non de dexamethasone 10'^ ML Les quantites d'IL-10 obtenues seront 
comparees a celle obtenues apres infection par Ad-CMVIL-10 exprimant cette 
cytokine de fa^on constitutive. D'autre part, l'induction de TIL-IO est comparee 
a celle du facteur IX humain insere dans les memes constructions, evaluees in vitro 
au prealable. Les sumageants sont preleves a 24, 48, 72 et 96 heures post-infection 

20 afin de quemtifier TIL- 10 et le facteur IX produits, au moyen de kits ELISA . 

En cellules VERO, I'expression de I'lL-lO est induite lorsque les cellules 
sont co-infectees par Ad-MMTV-ILIO + Ad-CMV-GR*^ en presence de 
dexamethasone, pour atteindre 50,8 ng/ml 96 heures apres infection. En absence 
du ligand, TEL- 10 est a peine detectable (1,2 ng/ml). Au contraire, en absence du 

25 trans-activateur GR*^"*, aucune induction significative de T expression de TIL- 10 ne 
peut etre notee (3 ng/ml en presence de dexamethasone, correspondant a 
I'expression residuelle obtenue en transfection transitoire ; 0,7 ng/ml en absence 
de dexamethasone), 

Les inventeurs ont done pu demontrer qu'en cellules VERO, I'expression 
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de I'EL-IO peut etre induite par la dexamethasone couplee au GR**^ eh « trans », 
lorsque les deux cassettes d' expression sont portees par deux vecteurs adenoviraux 
difFerents. 

En cellules A549, ils ont egalement pu verifier la fonctionnalite du systeme 
5 inductible en « trans ». En efifet, la concentration en IL-10 atteint 32,3 ng/ml en 
presence de dexamethasone apres co-infection par les vecteurs Ad-MMTV-DLIO 
+ Ad-CMV-GR"**^. En absence de ligand, la cytokine est indetectable. L'expression 
de riL-10 est egalement induite . par la dexamethasone apres infection par le 
vecteur Ad-MMTV-DJlO seul. Cette activation se fait par le biais du receptair OR 
10 sauvage exprime par les cellules A549. 
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REVENDICATIONS 



1. Systeme d' expression inductible comprenant : 

(i) les sequences nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
5 d'origine eucaryote ou virale, placees sous le controle des elements de 

regulation appropries a leur expression dans une cellule ou un organisme 
hote, et 

(ii) un vecteur adenoviral recombinant comportant un gene d'interet place 
sous le controle d'un promoteur inductible susceptible d'etre active en 

10 trcms par ledit activateur transcriptionnel 



2. Systeme d' expression selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
activateur transcriptionnel comprend au moins un domaine de trans-activation, un 
domaine de liaison a T ADN et un domaine de lidson au ligand (DLL). 

15 

3. Systeme d'expression selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit 
activateur transcriptionnel comporte tout ou partie d'un domaine derive d'un 
receptair d'hormones steroTdes choisi parmi le groupe constitue par les recepteurs 
oestrogene (ER), glucocorticoide (GR), progesterone (PR), Vitamine D, ecdysone 

20 (EcR), mineralocorticoide, androgene, hormone thyroide, acide retinoique et adde 
retinoique X ou encore d'une immunophiline ou d'un receptair aryl hydrocarbon 
(AhR). 

4. Systeme d'expression selon la revendication 3, caracterise en ce que ledit 
25 activateur transcriptionnel est choisi parmi : 

(i) un polypeptide designe GR*^ comprenant un domaine de liaison a 1' ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derives d'un recepteur aux 
glucocorticoi'des, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment 
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par substitution de I'isoleucine en position 747 par une threonine ; 

(ii) un polypeptide designe ER^ comprenant un domaine de liaison a 1' ADN, 
un domaine de trans-activation et un DLL derive d'un recepteur a 
Foestrogene, ledit recepteur etant modifie dans son DLL, notamment par 
substitution de la glycine en position 521 par une arginine ; 

Oil) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un DLL derive du recepteur a I'ecdysone, un domaine de 
liaison a TADN hybride derive de ceux des recepteurs EcR et GR et un 
domaine de trans-activation derive de la proteine virale VP 1 6 et un second 
polypeptide derive de la proteine USP de drosophile ou d'un homologue 
tel que le recepteur de I'acide retinoique X (RXR) humain ; 

(iv) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide 
comportant un domaine de liaison a PADN derive du facteur de 
transcription ZFHDl et un DLL derive de I'immunophiline FKBP12 et un 
second polypeptide comportant un domaine de trans-activation derive du 
facteur NFkB p65 et un DLL derive de FRAP (FKBP12-rapamycine- 
associated protein) ; et 

(v) un activateur transcriptionnel comprenant un premier polypeptide derive 
du recepteur AhR et un second polypeptide derive de la proteine Amt 
(aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). 

5. Systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce en 
ce que ledit activateur transcriptionnel comprend un DLL et un domaine de trans- 
activation derive d'un recepteur steroi'dien et un domaine de liaison a TADN 
heterologue, notamment derive de la proteine de levure Gal4. 

6. Systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
ledit activateur transcriptionnel est active par liaison d'un inducteur non naturel et 
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n'est pas ou peu active par un compose humain nature!, 

7. Systeme d'expression seion la revendication 6, caracterise en ce que ledit 
inducteur non naturel est une substance synthetique administrable par voie oraie. 

5 

8. Systeme d' expression selon la revendication 7, caracterise en ce que ledit 
inductoir est choid parmi le groupe constitue par la dexamethasone, le tamo;d&ne, 
le muristerone A, I'ecdysone, la rapamycine et le 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p- 
dioxine ou un analogue de ces composes. 

10 

9. Systeme d* expression selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que 
ledit gene d'interet code pour un ARN anti-sens, un ribozyme, ou encore un 
polypeptide d'interet. 

15 10. Systeme d'expression selon la revendication 9, caracterise en ce que ledit 
polypeptide d'interet est choisi parmi le groupe constitue par les chemokines, les 
cytokines, les recepteurs cellulaires, les ligands, les facteurs de coagulation, la 
proteine CFTR, I'insuline, la dystrophine, les facteurs de croissance, les enzymes, 
les inhibiteurs d'enzyme, les polypeptides a eflfet anti-tumoral, les polypeptides 

20 capables d'inhiber une infection bacterienne, parasitaire ou virale, les polypeptides 
agissant sur I'apoptose, les agents cytostatiques, les immunoglobulines, les 
apolipoproteines, les produits cytotoxiques, les produits d'expression des genes 
suppresseurs de tumeurs, les antigenes associes aux tumeurs, les immunotoxines, 
les iniiibiteurs d'angiogenese et les marqueurs. 

25 

11. Systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce 
ledit promoteur inductible comprend une ou plusieurs sequence(s) cible(s) 
repondant a un activateur transcriptionnel tel que defini dans Tune des 
revendications 2 a 8. 
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12. Systeme d' expression selon la revendication 11, caracterise en ce que ladite 
sequence cible est une sequence ERE, GRE, EcR, UAS, 5xE/GRE, XRE ou une 
sequence dble repondant au facteur de transcription ZFDH-1. 

5 

13. Systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que lesdites sequences nucleotidiques et leurs elements de regulation sont portes 
par ledit vecteur adenoviral recombinant. 

10 14. Systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que lesdites sequences nudeotidiques et leurs elements de regulation sont portes 
par un vecteur d'expression independant autre que ledit vecteur adenoviral 
recombinant. 

15 15. Systeme d'expression selon la revendication 14, caracterise en ce que ledit 
vecteur independant est un vecteur synth^tique, un plasmide ou un vecteur viral, 
notamment derive d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus assode a 
Tadenovirus (AAV), d'un virus de I'hwpes, d'un alphavirus, d'un parvovirus, d'un 
poxvirus (fowlpox, canaripox, virus de la vaccine..) ou d'un foamyvdrus. 

20 

16. Systeme d'expression selon I'une des revendications 13 a 15, caracterise en ce 
que ledit vecteur adenoviral recombinant et, le cas ech^t, ledit vectoir adenoviral 
independant sont defidents pour la fonction El par deletion de tout ou partie de 
la region £1 ou mutation non fonctionnelle de cette demiere. 

25 

17. Systeme d'expression selon la revendication 16, caracterise en ce que ledit 
vecteur adenoviral recombinant et/ou ledit vecteur adenoviral independant est/sont 
en outre defident(s) pour au moins I'une des fonctions E2, £4, LI, L2, L3, L4 
et/ou L5. 
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18. Systeme d'expression selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce que 
ledit vecteur adenoviral recombinant et/ou ledit vecteur adenoviral independant 
est/sont en outre depourvu(s) de tout ou partie de la region non essentielle E3. 

5 

19. Systeme d'expresaon selon Tune des revendications 1 a 18, caracterise en ce 
que ledit vecteur adenoviral recombinant et, le cas echeant, ledit vecteur 
independant sont sous forme de particules virales infectieuses. 

10 20, Vecteur adenoviral recombinant comprenant 

(i) les sequences nucl^otidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
plac6es sous le contrdle des elements de regulation appropries a leur 
expression dans une cellule ou un organisme bote, et 

(ii) un gene d'interet place sous le contrdle d'un promoteur inductible 
1 5 susceptible d'etre active en trans par ledit activateur transcriptionnel. 

21. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 20, caracterise en ce 
que iesdites sequences nucleotidiques cedent pour un activateur transcriptionnel 
selon Tune des revendications 2 a 6 ou pour un activateur transcriptionnel 

20 procaryotique, notamment un polypeptide comprenant un DLL et im domaine de 
liaison a T ADN derive d'un represseur de Toperon tetracycline. 

22. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 21, caracterise en ce 
que Iesdites sequences nucleotidiques cedent pour ie polypeptide tTA comprenant 

25 un represseur de Toperon tetracycline (tetR) fusionne en phase a un domaine 
d'activation de la transcription derive de la proteine virale VP16. 

23. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 22, 
caracterise en ce que ledit inducteur non naturel est tel que defini dans la 
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revendication 7 ou 8 ou est constitue par la doxycycline ou la tetracycline. 

24. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 23, 
caracterise en ce que ledit gene d'interet est tel que defini dans la revendication 9 

5 ou 10. 

25. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 24, 
caracterise en ce que ledit promoteur inductible est tel que defini dans la 
revendication 1 1 ou 12 ou comprend une ou plusieurs sequence(s) cible(s) tetO. 

10 

26. Vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 25, 
caracterise en ce que ledit vecteur adenoviral recombinant est tel que defini dans 
Tune des revendications 16 a 18. 

15 27, Particule virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral recombinant 
selon Tune des revendications 20 a 26. 

28. Procede de preparation d*une particule virale selon la revendication 27, dans 
lequel : 

20 (i) on introduit un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des 

revendications 20 a 26 dans une ceUule de complementation capable 
de complementer en trans ledit vecteur, de maniere a obtenir une 
cellule de complementation transfectee, 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
25 conditions appropriees pour permettre la production de ladite 

particule virale, et 

(iii) on recupere ladite particule virale dans la culture cellulaire. 

29. Cellule eucaryote comprenant un systeme d'expression selon Tune des 
30 revendications 1 a 19, un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des 
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revendications 20 a 26 ou une particule virale infectieuse selon la revendication 27. 

30. Composition pharmaceutique comprenant un systeme d' expression selon Tune 
des revendications 1 a 19, un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des 

5 revendications 20 a 26, une particule virale infectieuse selon la revendication 27 ou 
une cellule eucaryote sdon la revendication 29 et un vehicule acceptable d'un point 
de vue pharmaceutique. 

31. Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caracterisee en ce en 
10 ce qu'elle est sous forme injectable. 

32. Utilisation d'un systeme d' expression selon Tune des revendications 1 a 19, 
d'un vecteur adenoviral recombinant selon Time des revenctications 20 a 26, d'une 
particule virale infectieuse selon la revendication 27 ou d'une cellule eucaryote 

1 5 selon la revendication 29, pour la preparation d'un medicament destine au transfert 
et a I'expression dudit gene d'interet dans une cellule ou un organisme bote. 

33. Utilisation d'un systeme d'expression selon Tune des revendications 1 a 19, 
d'un vecteur adenoviral recombinant selon Tune des revendications 20 a 26, d'une 

20 particule virale infectieuse selon la revendication 27 ou d'une cellule eucaryote 
selon la revendication 29, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des maladies par therapie genique. 

34. Activateur transcriptionnel comprenant un DLL et un domaine de trans- 
25 activation derive d'un recepteur steroidien et un domaine de liaison a I'ADN 

heterologue, notamment derive de la proteine de levure Gal4. 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4a 
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FIGURE 4c 
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FIGURE 5a 
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FIGURE 5c 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> TRANSGENE 

<120> SYSTEME D' EXPRESSION INDOCTIBLE 

<130> D17688 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver, 2.1 

<210> 1 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Secpjence artificielle 
<220> 

<223> OTG12237 

<400> 1 

ctagtctaga ccaccatgct tggctcagca ctgct 35 



<210> 2 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> OTG12243 



<220> 



<400> 2 

tttatagcgg ccgctcaatt tttcattttg agtg 
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[ extent that no meaningfiil international search can be carried out, specifically: 



^ • n Sc^^^hey are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences ofRule6.4CaV 



Box 11 Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This Intemauonal Searching Authority found multiple inventions in this iniemaiional application, as follows: 



see additional sheet 



1 . I I As all 

' searchable claims. 



required additional search fees were timely paid b>' the applicant, this iniemational search report covers all 
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3 n AS only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 

^' LJ covers only those claims for which fees were paid, specifically clamis Nos.. 



4 r-l No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequen^^^ th.s international search report is 
LJ restricted to the invention first mentioned in the claims; It is covered by clau^ 
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The International Searching Authority found several (groups of) inventions in 
the international application, namely: 

1. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Inducible expression system comprising nucleotide sequences coding for a 
transcriptional activator and a recombinant adenoviral vector comprising a gene 
of interest placed under the control of an inducible promoter capable of being 
activated by said transcriptional activator, said system being characterised in 
that said transcriptional activator is GRdex; recombinant adenoviral vector 
comprising the nucleotide sequences coding for a transcriptional activator 
placed under the control of regulating elements suited for their expression and a 
gene of interest placed under the control of an inducible promoter capable of 
being activated by said transcriptional activator; said adenoviral vector being 
characterised in that said nucleotide sequences code for said transcriptional 
activator; infectious viral particle, method for preparing said particle, eukaryotic 
cell comprising said expression system, pharmaceutical composition, and use of 
said system. 

2. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 
Identical to subject 1, but said transcriptional activator being ER-T. 

3. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a first 
polypeptide including an ecdysone receptor DLL derivative, a DNA binding 
domain derived from EcR and GR receptors, and a transactivation domain 
derived from the VP 16 viral protein, and a second polypeptide derived from the 
USP protein of drosophile or of a homologue. 

4. Claims: 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a first 
polypeptide including a DNA binding domain derived from ZFHDl and a DLL 
derived from FKBP12 and a second polypeptide including a transactivation 
domain derived from p65 and a DLL derived from FRAP. 
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5. Claims: 1-4, 6-33 ( all partly, inasmuch as applicable) 

Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a first 
polypeptide derived from AhR and a second polypeptide derived from Amt. 

6. Claims: 20-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Recombinant adenovbal vector comprising all the nucleotide sequences coding 
for a transcriptional activator placed under the control of regulating elements 
suited for their expression and a gene of interest placed under the control of an 
inducible promoter capable of being activated by said transcriptional activator; 
said vector being characterised in that said nucleotide sequences code for the 
tTA polypeptide; infectious viral particle, method for preparing said particle, 
eukaryotic cell comprising said expression system, pharmaceutical composition, 
and use of said system. 

7. Clahns 5, 34 (wholly) and 1-4, 6-33 (all partly, inasmuch as applicable) 

Identical to subject 1, but said transcriptional activator comprising a DLL and a 
transactivation domain derived from a steroid receptor and a heterologous DNA 
binding domain in particular derived from the Gal4 yeast protein. 
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Cadre 1 Observations - torsqu'il a ete estime que certaines revendicatlons ne pouvaient pas faire l*ofajet d*une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a fartidG 1 7.2)a), certaines revendicattons n'ont pas lait Tobjet d'une recherche pour lea motifs suivants: 

1 . I j Les revendications n°* 

se rapportent a un objet h. I'egard duquel radministration n'est pas tenue de praoeder & la rechercha, a savoir 



3.n 



Les revendications n°* 

se rapportent 4 des parties de la demande intemattonale qui ne remplissent pas suffisamniBnt les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier 



Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne sont pas re<figees oonfonnement aux dispositions de ia deuxiSme e< de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre (I Observations • lorsqu'il y a absence d'unite de Tinventlon (suite du point 2 de la premiere feuiile) 



L'administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande intemationaie, a savoir: 



voir feuille supplemental re 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par (e deposant« le present rapport de recherche 
I ' intemationaie porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revenc£ cations qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particuiler 
justifiant una taxe addittonneite, radministration n'a sollicitd le paiement d'aueune taxe de oette nature. 



3. I I Comme uns partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans tea delais par le deposant, le present 
I— ^ rapport de recherche intemationaie ne porte que sur les revendications pour lesquelles lea taxes ont ete payees* a savoir 
les revendications n ^ 



4. I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1—^ de recherche Internationale ne porte que sur llnvention mentionnde en premier lieu darts les revendcations; elie est 
couverte par les revendications n 



Remarque quant a la reserve 



j I Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposani 
I J Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aueune reserve. 
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L'admini stration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande Internationale, a 
savoir: 

1. revendications: l-4» 6-33 (toutes partiellement, 
pour autant qu' applicables) 



Systeme d 'expression inductible comprenant les sequences 
nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel et 
un vecteur adenoviral recomfainant comportant un gene 
d'interet place sous le controle d'un promoteur inductible 
susceptible d'etre active par ledit activateur 
transcriptionnel, ledit systeme caracterise en ce que ledit 
activateur transcriptionnel est GRdex; vecteur adenoviral 
recombinant comprenant les sequences nucleotidiques codant 
pour un activateur transcriptionnel placees sous le controle 
des elements de regulation appropriees a leur expression et 
un gene d'interet place sous le controle d'un promoteur 
inductible susceptible d'etre active par ledit activateur 
transcriptionnel; ledit vecteur adenoviral caracterise en ce 
que lesdites sequences nucleotidiques codent pour ledit 
activateur transcriptionnel; particule virale infectieuse, 
precede de preparation de ladite particule, cellule 
eucaryote comprenant ledit systeme d'expression, composition 
pharmaceutique, et utilisation dudit syteme. 



2. revendications: 1-4, 6-33 (toutes parti el lement, 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
etant ER-T. 



3. revendications: 1-4, 6-33 (toutes parti el lement, 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un premier polypeptide comportant un DLL derive 
du recepteur a I'ecdysone, un domaine de liaison a 1 'AON 
hybride derive de ceux des recepteurs EcR and GR, et un 
domaine de transacti vation derive de la prbteine virale 
VP16, et un second polypeptide derive de la proteine USP de 
drosophile ou d*un homologue. 



4. revendications: 1-4, 6-33 (toutes parti el lement, 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un premier polypeptide comportant un domaine de 
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liaison a 1 'AON derive de ZFHOl et un DLL derive de FKBP12, 
et un second polypeptide comportant un domaine de 
transact! vati on derive de p65 et un DLL derive de FRAP, 



5. revendi cations: 1-4, 6-33 (toutes partlel lement. 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un premier polypeptide derive de AhR et un second 
polypeptide derive de Arnt. 



6- revendi cations: 20-33 (toutes parti el lement, 
pour autant qu' applicables) 



Vecteur adenoviral recombinant comprenant les sequences 
nucleotidiques codant pour un activateur transcriptionnel 
placees sous le controle des elements de regulation 
appropriees a leur expression et un gene d'interet place 
sous le controle d'un promoteur inductible susceptible 
d'etre active par ledit activateur transcriptionnel; ledit 
vecteur caracterise en ce que lesdites sequences 
nucleotidiques codent pour le polypeptide tTA; particule 
virale infectieuse, procede de preparation de ladite 
particule, cellule eucaryote comprenant ledit systeme 
d'expression, composition pharmaceutique, et utilisation 
dudit syteme. 



7. revendications: 5, 34 (totalement) et 1-4, 
6-33 (toutes parti el lement. 
pour autant qu' applicables) 



Identique au sujet 1, mais ledit activateur transcriptionnel 
comprenant un DLL et un domaine de transacti vation derive 
d'un recepteur steroidien et un domaine de liaison a I'ADN 
heterologue notamnent derive de la proteine de levure Gal4. 
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